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RESUMO 
 
 

Palavras-chave: rabeprazol sódico, validação, estabilidade, produtos de 

degradação. 

Neste trabalho, foram desenvolvidos e validados métodos qualitativos e quantitativos 

para o controle de qualidade de rabeprazol sódico, um inibidor da bomba de prótons. 

O fármaco apresenta eficácia comprovada na cicatrização, alívio de sintomas e 

prevenção de recidivas de úlceras pépticas e doença do refluxo gastroesofágico. A 

substância química de referência utilizada nas análises foi caracterizada por 

espectrofotometria no infravermelho e por espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear. A análise qualitativa foi realizada por cromatografia em camada delgada, 

espectrofotometria no ultravioleta (UV), cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) e eletroforese capilar (EC), possibilitando a identificação das amostras. Os 

métodos quantitativos validados foram: UV, espectrofotometria ultravioleta derivada 

de primeira ordem, CLAE e EC. Todos demonstraram ser específicos, lineares, 

precisos, exatos e sensíveis. Além disso, o teste de dissolução para os comprimidos 

revestidos contendo rabeprazol foi desenvolvido e validado, obtendo-se um perfil de 

dissolução satisfatório. Outro objetivo deste trabalho foi o estudo da estabilidade de 

rabeprazol. Os fatores de degradação avaliados foram a temperatura (50 e 80 ºC), a 

hidrólise em meio ácido (HCl 0,01-0,1M), a oxidação por peróxido de hidrogênio e a 

luz (UVC-254 nm e metal haleto). De modo geral, o fármaco demonstrou ser 

sensível a todos os fatores, principalmente quando em solução, mas de forma mais 

intensa frente à acidez e luz. A cinética de fotodegradação em metanol frente à 

lâmpada UVC foi determinada, indicando tratar-se de uma reação de ordem zero. 

Três produtos da fotodegradação foram isolados e identificados por ressonância 

magnética nuclear: 1H-benzimidazol, 1,3-diidro-benzimidazol-2-ona e [4-(3-metoxi-

propoxi)-3-metil-piridina-2-il]metanol. Alguns resultados sugerem que o 1,3-diidro-

benzimidazol-2-ona também é formado na degradação em meio ácido. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 
 

Validation of analytical methods and stability study of rabeprazole sodium. 

 

Keywords: rabeprazole sodium, validation, stability, degradation products 

In this work, qualitative and quantitative methods were developed and validated for 

the quality control of rabeprazole sodium, a proton pump inhibitor. The drug has 

proven efficacy in healing, symptoms relief and prevention of relapse of gastric ulcer 

and gastro-oesophageal reflux disease. The substance used as reference standard 

in the analysis was characterized by infrared spectroscopy and nuclear magnetic 

resonance. The qualitative analysis was performed by thin layer chromatography, 

UV spectrophotometry,   high performance liquid chromatography (HPLC) and 

capillary electrophoresis (CE), allowing the identification of samples. The 

quantitative methods validated were: UV, first-order derivative spectrophotometry, 

HPLC and CE. All of them demonstrated to be specific, linear, precise, accurate and 

sensitive. Besides, the dissolution test for rabeprazole coated tablets was developed 

and validate, obtaining a satisfactory dissolution profile. Another objective of this 

work was the study of rabeprazole stability. The degradation factors evaluated were 

the temperature (50 and 80 ºC), the acid (HCl 0.01-0.1 M), the oxidation by 

hydrogen peroxide and light (UVC-254 and metal halide). In general, the drug 

demonstrated to be sensitive to all factors studied, mainly in solution, but in a more 

intensive way front to acid and light. The photodegradation kinetics in methanol, 

front to UVC light was determined, indicating a zero-order reaction. Three 

photodegradation products were isolated and identified by nuclear magnetic 

resonance: 1H-benzimidazole, 1,3-diidro-benzimidazole-2-one and [4-(3-methoxy-

propoxy)-3-methyl-pyridin-2-yl]methanol. Some results suggest that the 1,3-diidro-

benzimiazole-2-one is also formed in the acidic degradation. 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

 

 

APRESENTAÇÃO 
 

 Com o objetivo de tornar a leitura de fácil compreensão, este trabalho está 

apresentado da seguinte forma: 

Introdução 

Objetivos 

Revisão Bibliográfica 

Capítulo I – Validação de Métodos Analíticos – Introdução, Parte 

Experimental, Discussão, Conclusões e Publicações 

Capítulo II – Estudo da Estabilidade - Introdução, Parte Experimental, 

Discussão e Conclusões  

Referências 

A Parte Experimental de cada Capítulo apresenta a descrição da metodologia, 

juntamente com os resultados e a discussão de cada experimento. 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 



 
 

 

 
 



 
 

 

 
 O Controle de Qualidade de Medicamentos é a área das Ciências 

Farmacêuticas responsável pela avaliação de inúmeras propriedades que conferem 

a qualidade das preparações farmacêuticas antes de serem distribuídas à 

população. Neste sentido, atua no desenvolvimento e validação de metodologias 

analíticas para fármacos, no estudo da estabilidade de formulações, na análise de 

produtos de degradação e na padronização de procedimentos de produção. 

 O desenvolvimento de métodos analíticos qualitativos e quantitativos para o 

controle de qualidade dos produtos farmacêuticos deve ser realizado a partir de um 

bom planejamento. Os métodos devem permitir uma análise completa do produto, 

contemplando aspectos como a identificação e a determinação do teor de 

substância ativa, a identificação e determinação dos níveis de impurezas e produtos 

de degradação, e a verificação da estabilidade da substância ativa na formulação 

(WATSON, 1999). 

 O estudo da estabilidade de um produto pode ser realizado através de testes 

de degradação acelerada, que simulam condições desfavoráveis para manutenção 

da integridade física ou química da formulação e do fármaco nela contido.  

 O presente trabalho contempla o desenvolvimento e a validação de métodos 

analíticos para o controle de qualidade de rabeprazol sódico, bem como o estudo da 

estabilidade do fármaco, abrangendo desde testes preliminares, frente a diferentes 

fatores, até o isolamento de produtos de degradação.  

 O rabeprazol sódico (Figura 1.1) é um dos fármacos inibidores da bomba de 

prótons, aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1999. Apresenta 

eficácia comprovada na cicatrização, alívio de sintomas e prevenção de recidivas de 

úlceras pépticas e doença do refluxo gastroesofágico, além de integrar terapias de 

erradicação do microrganismo Helicobacter pylori, que coloniza a mucosa gástrica e 

está relacionado com aparecimento de úlceras e câncer gástrico (CARSWELL e 

GOA, 2001). 
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     Figura 1.1 -  Estrutura do rabeprazol sódico 

  

 A classe de medicamentos antiulcerosos foi a terceira em número de vendas, 

no ano 2005, destacando-se os inibidores da bomba de prótons (IMS GLOBAL, 

2006). Este dado reflete a incidência deste tipo de desordem na população. 

Nos últimos anos, houve um aumento no número de trabalhos referentes à 

determinação quantitativa de rabeprazol, principalmente em plasma humano. No 

entanto, não há monografia de rabeprazol em códigos oficiais e existe apenas uma 

referência em relação a estudos de sua estabilidade. Desta forma, este trabalho 

pretende ser uma contribuição para o controle de qualidade deste fármaco, 

disponibilizando dados importantes sobre sua estabilidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

2.1 Objetivos gerais 

 O trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento e validação de 

metodologia analítica para a determinação de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos, bem como a avaliação da estabilidade do fármaco, visando à elucidação 

de produtos de degradação. 

 
2.2 Objetivos específicos 

 
• Caracterização de rabeprazol sódico substância química de referência (SQR) 

através das técnicas de espectrofotometria no infravermelho e espectroscopia 

de ressonância magnética nuclear; 

• Identificação de rabeprazol sódico, nas amostras de comprimidos revestidos, 

através de cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no 

ultravioleta, cromatografia líquida de alta eficiência e eletroforese capilar; 

• Desenvolvimento e validação de métodos por espectrofotometria na região 

ultravioleta e ultravioleta derivada para determinação de rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos; 

• Desenvolvimento e validação de método por cromatografia líquida de alta 

eficiência para quantificação de rabeprazol sódico na forma farmacêutica; 

• Desenvolvimento e validação de método por eletroforese capilar para 

doseamento de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos; 

• Desenvolvimento e validação do teste de dissolução dos comprimidos 

revestidos contendo rabeprazol sódico; 

• Estudo preliminar da estabilidade de rabeprazol sódico frente à temperatura, 

oxidação, acidez e luz; 

• Isolamento de produtos de fotodegradação majoritários de rabeprazol sódico, 

utilizando cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada 

preparativa; 



 
 

 

• Identificação dos produtos de fotodegradação isolados, por espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

3.1 Doenças relacionadas ao ácido gástrico 
 
 A acidez gástrica representa um fator crítico para a saúde gastrintestinal 

como um todo, estando envolvida na doença do refluxo gastroesofágico (DRGE), 

nas úlceras pépticas (gástricas ou duodenais), na síndrome de Zollinger-Ellison e no 

epitélio de Barret (HORN, 2000). 

 A úlcera péptica é uma área de escoriação da mucosa gastrintestinal, mais 

freqüente nos dois primeiros centímetros do duodeno, na pequena curvatura do 

antro do estômago e menos freqüente na extremidade inferior do esôfago (GUYTON 

e HALL, 1997; VASCONCELLOS, 1998). Sua etiologia é multifatorial, refletindo um 

desequilíbrio entre os fatores agressivos (ácido, antiinflamatórios não-esteróides, 

álcool, fumo, estresse) e fatores defensivos (secreção de bicarbonato, muco, 

prostaglandinas) (PARFITT, 1999; WANNMACHER, 2004).  

Sabe-se que o microrganismo Gram-negativo Helicobacter pylori tem um 

papel importante no desenvolvimento de gastrites e úlceras gástricas e duodenais, 

estando presente em cerca de 95% dos pacientes com úlcera duodenal (CARAS e 

PEURA, 1999; BARTH e HAHNE, 2002). Seu efeito patogênico é atribuído a vários 

mecanismos (VASCONCELLOS, 1998): 

• produção de citotoxinas e agentes pró-inflamatórios; 

• produção de amônia por desdobramento da uréia pela urease bacteriana 

criando um ambiente propício para o seu desenvolvimento; 

• alteração do comportamento da secreção decorrente da hipergastrinemia e 

hiperpepsinogenemia produzidas pela bactéria. 

O tratamento da úlcera péptica visa neutralizar ou inibir a atividade ácida, 

utilizando fármacos antiácidos, anti-secretores (antagonistas dos receptores H2 de 

histamina e inibidores da bomba de prótons) e protetores da mucosa, além de exigir 

modificações no estilo de vida e na alimentação (VASCONCELLOS, 1998; PARFITT, 

1999). 



 
 

 

 No caso de pacientes H. pylori-positivos, a erradicação do microrganismo é 

essencial e diminui consideravelmente a possibilidade de recidivas. Para tanto, o 

regime terapêutico mais preconizado é a combinação de inibidores da bomba de 

prótons e antimicrobianos, que pode alcançar até 100% de erradicação (STACK et 

al., 1998; COELHO et al., 2000; HORN, 2000; ROBINSON, 2004). 

 A doença do refluxo gastroesofágico (DRGE) é uma doença crônica 

relacionada ao refluxo do conteúdo gástrico para o esôfago, tendo a pirose ou “azia” 

como manifestação clínica mais freqüente (RODRIGUEZ et al., 1999; MORAES-

FILHO et al., 2002). 

 No seu tratamento, também se destacam os inibidores da bomba de prótons, 

que promovem cicatrização das lesões e alívio dos sintomas (EDWARDS et al., 

2001). 

 Para as doenças relacionadas ao ácido gástrico, existe uma correlação entre 

o tempo de exposição da mucosa ao ácido e os sintomas. Quanto mais tempo o 

fármaco anti-secretório mantiver o pH intragástrico acima de 3,0 ou 4,0, após a 

administração, melhor será o alívio dos sintomas e mais rápida a cicatrização das 

lesões (ROBINSON, 2004). 

 Nos últimos onze anos, na Escócia, houve um aumento no número de 

internações hospitalares de pacientes com úlcera gástrica hemorrágica, em idade 

acima de 74 anos (KANG et al., 2006). Segundo o estudo, o fato se deve, 

principalmente, ao uso contínuo de ácido acetilsalicílico de baixa dose e de  

anticoagulantes orais neste grupo. 

 
  3.2 Inibidores da bomba de prótons 
 

Desde o lançamento, nos anos 80, os inibidores da bomba de prótons têm 

demonstrado uma alta potência na supressão do ácido gástrico e uma superior 

eficácia no tratamento das doenças relacionadas a este, quando comparado a 

outros tipos de terapia (WALSH, 1999). 



 
 

 

Atualmente, no mercado, existem cinco representantes desta classe: 

omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol, o isômero S do 

omeprazol (Figura 3.1) (KOROLKOVAS, 2006).  

 

Figura 3.1 – Estruturas dos inibidores da bomba de prótons. Omeprazol (A), 
Lansoprazol (B), Pantoprazol (C) e Rabeprazol (D). 

 

Um novo inibidor, chamado tenatoprazol, está em fase de desenvolvimento. 

Ele se caracteriza por possuir um anel imidazopiridínico no lugar do anel 

benzimidazólico (Figura 3.2), o que aumentaria seu tempo de permanência no 

organismo, sendo importante, principalmente, para o controle da acidez durante a 

noite (SHIN et al., 2006).    

 

                   

Figura 3.2 – Estrutura do novo inibidor da bomba de prótons tenatoprazol. 

 



 
 

 

As formas farmacêuticas disponíveis para esta classe são cápsulas contendo 

pellets gastrorresistentes (omeprazol, lansoprazol, esomeprazol), comprimidos 

revestidos (pantoprazol e rabeprazol) e, mais recentemente, formas alternativas têm 

sido desenvolvidas para grupos especiais, como lansoprazol pó para suspensão oral 

e solução injetável (HORN e HOWDEN, 2005). 

Estas estruturas contêm um átomo de enxofre assimétrico, no grupamento 

sulfóxido, originando dois enantiômeros (R e S). Todos são comercializados na 

forma de mistura racêmica, com exceção de omeprazol, que apresenta seu isômero 

S disponível comercialmente (esomeprazol - Nexium®). 

As vantagens sobre os antagonistas de receptores H2 de histamina estão 

relacionadas à maior e mais rápida taxa de cicatrização de lesões e à capacidade de 

tratar pacientes nos quais a terapia com estes antagonistas não foi efetiva 

(TOLMAN, 2000).  

 Além da atividade anti-secretora, os inibidores da bomba de prótons 

demonstram uma importante atividade anti-Helicobacter pylori in vitro, tendo um 

efeito sinérgico com antibióticos. O mecanismo para o efeito inibidor do crescimento 

ainda não é totalmente claro, mas pode ser devido à inibição da enzima urease 

bacteriana, um importante fator de proteção contra o meio ácido, ou à ligação à 

enzima H+/K+-ATPase da bactéria, a qual auxilia na manutenção do gradiente 

transmembrana (RICHARDSON et al., 1998; HORN, 2000). 

Os fármacos desta classe são considerados muito eficazes e relativamente 

equivalentes durante o tratamento. Entretanto, são observadas diferenças que 

podem representar vantagens ou benefícios em determinadas situações clínicas. 

Estas diferenças estão relacionadas ao início da ação, à manutenção do pH 

intragástrico elevado e ao metabolismo, o qual pode estar correlacionado com as 

interações medicamentosas (ROBINSON, 2004). 

 

3.3 Mecanismo de ação 

 Os inibidores da bomba de prótons são benzimidazóis substituídos, com 

caráter de bases fracas, que cruzam a membrana da célula parietal como pró-



 
 

 

fármacos, entrando em seus canalículos, onde o pH é bastante ácido. Neste pH, 

ocorre a protonação do nitrogênio piridínico que resulta na formação da sulfenamida 

tetracíclica, forma ativa do fármaco (Figura 3.3). A forma sulfenamida liga-se, então, 

a resíduos extracitoplasmáticos de cisteína na subunidade alfa da H+/K+-ATPase, 

inibindo sua atividade e, assim, a secreção ácida (WILLIAMS e POUNDER, 1999). 

 

De acordo com o mecanismo de ação, os anéis piridina e benzimidazol, bem 

como a cadeia –CH2-SO- são essenciais para a atividade dos inibidores da bomba 

de prótons. Os substituintes em ambos os anéis são importantes para determinar a 

velocidade de conversão à forma ativa e diminuir a toxicidade (PEDREGAL e 

AVEDAÑO, 1993, HUBER et al., 1995). 

 



 
 

 

 
  

   Figura 3.3 – Mecanismo de ação dos inibidores da bomba de prótons. Fonte:         
SHIN et al., 2004.                  
 
 
  3.4 Rabeprazol 
 
 O rabeprazol é um inibidor rápido e potente da enzima H+/K+-ATPase na 

célula parietal gástrica, que provoca uma duradoura inibição da secreção ácida, 



 
 

 

sendo útil para o tratamento de doença do refluxo gastroesofágico, úlceras e 

síndromes hipersecretórias, como Zollinger-Ellison (CARSWELL e GOA, 2001). 

O fármaco encontra-se disponível no Brasil com o nome comercial Pariet® 

(Janssen-Cilag), na forma de comprimidos revestidos contendo 10 e 20 mg. 

 O rabeprazol difere de seus análogos porque se converte mais rapidamente à 

forma sulfenamida, resultando em uma rápida inibição da enzima. Isto se deve ao 

valor de pKa do nitrogênio do seu anel piridínico (pKa = 5), enquanto que o dos 

demais apresentam valor em torno de 4 (HORN, 2000; STEDMAN e BARCLAY, 

2000). 

Um estudo, realizado por JI e colaboradores (2006), comparou a eficácia de 

rabeprazol, na dose de 10 mg, com omeprazol, 20 mg, para a cicatrização de 

úlceras pépticas. Os resultados demonstraram que os fármacos, nestas doses, eram 

equivalentemente eficazes. Na manutenção do pH intragástrico, rabeprazol 

demonstrou ser superior aos demais análogos, mantendo o pH acima de 4,0 por 

mais tempo, já no primeiro dia de tratamento (ROBINSON, 2004). 

 Em relação à atividade anti-Helicobacter pylori, rabeprazol mostrou ser 10 

vezes mais potente que omeprazol e lansoprazol na inibição da enzima urease 

bacteriana. Este efeito provavelmente é devido à formação de pontes dissulfeto no 

sítio ativo da enzima (TSUCHIYA et al., 1995; BARTH e HAHNE, 2002). Além disso, 

rabeprazol e seu metabólito tioéter possuem marcada atividade inibidora sobre a 

motilidade de H. pylori, a qual é importante para colonização da mucosa gástrica 

(TSUTSUI et al., 2000). 

 Devido à sua forte atividade anti-Helicobacter pylori, o rabeprazol tornou-se 

uma alternativa para combinação com antibacterianos em tratamentos de 

erradicação.  Além disso, sua rápida conversão à forma ativa faz com que o pH 

intragástrico aumente rapidamente, o que protegeria os antibióticos utilizados em 

associação de uma possível degradação (HORN, 2004). Um tratamento de 

erradicação tradicional consiste na utilização de rabeprazol associado à claritomicina 

e amoxicilina, por 7 dias, atingindo taxas de erradicação de 77% (BYTZER e 

O’MORAIN, 2005). Entretanto, o desenvolvimento de resistência por parte do 

microrganismo à claritomicina gerou o estudo com vários antimicrobianos, onde se 



 
 

 

destacaram as fluorquinolonas, especialmente, o gatifloxacino (SHARARA et al., 

2006). 

 Além da atividade anti- Helicobacter pylori, rabeprazol sódico demonstrou ser 

efetivo contra algumas linhagens de Plasmodium falciparum, da mesma forma que 

lansoprazol, através de mecanismo ainda não elucidado (RIEL et al., 2002).  

 
 3.5 Características farmacocinéticas 

 
 A molécula de rabeprazol é sensível a ácidos, sendo então administrada na 

forma de comprimidos com revestimento gastrorresistente. Sua biodisponibilidade é 

de 52% e a taxa de ligação a proteínas plasmáticas de 96% (CARSWELL e GOA, 

2001; USP DI, 2001; HORN e HOWDEN, 2005). A ingestão concomitante de 

alimentos ou de antiácidos não afeta a biodisponibilidade de rabeprazol (JANSSEN-

CILAG, 1999). 

 Este fármaco, assim como os demais inibidores da bomba de prótons, são 

metabolizados pelo sistema do citocromo P450 (CYP2C19).  Entretanto, para o 

rabeprazol, uma via não enzimática, através da redução do grupamento sulfóxido e 

formação de um composto tioéter, tem um papel predominante. Sendo assim, o 

potencial de interações medicamentosas, mediadas pelo citocromo P450, é menor 

(ROBINSON, 2004).  

A eliminação é renal e fecal, sendo aproximadamente 90% da dose excretada 

através da urina como metabólitos. O tempo de meia-vida plasmática é de 1 hora 

(JANSSEN-CILAG, 1999; USP DI, 2001). 

 

 

3.6 Síntese 

Uma das rotas sintéticas disponíveis para a obtenção de rabeprazol está 

representada na Figura 3.4. A mesma baseia-se na condensação no anel piridínico 

(9), contendo os substituintes, com o 2-mercapto-1H-benzimidazol (10), em 

presença de hidróxido de sódio, e posterior oxidação do enxofre utilizando o 

reagente ácido m-cloroperoxibenzóico (mCPBA) (PINGILI et al., 2005). 



 
 

 

 

 

Figura 3.4 – Representação esquemática da síntese de rabeprazol. Fonte: 
PINGILI et al., 2005. 

 

Uma síntese microbiana foi proposta por YOSHIDA e colaboradores (2001), 

utilizando o microrganismo Cunninghamella echinulata MK40 para a oxidação do 

enxofre da molécula. As vantagens desta técnica seriam a não utilização de 

solventes orgânicos, prejudiciais ao meio ambiente, e do ácido m-

cloroperoxibenzóico, o qual é explosivo. Além disso, neste processo não há a 

formação da forma sulfona, um produto indesejável, ao contrário da síntese química. 

anidrido acético 



 
 

 

Os resultados revelaram que houve exclusivamente a formação do isômero S de 

rabeprazol. As enzimas envolvidas na reação não foram elucidadas. 

 

3.7 Descrição (THE MERCK INDEX, 2001; MOFFAT, 2004) 

 Rabeprazol sódico apresenta-se como um sólido branco a levemente 

amarelo, com faixa de fusão entre 140-141 ºC, com decomposição. 

 

• Nome químico: 2-{[4-(3-metoxipropoxi)-3-metilpiridina-2-il]metilsulfinil}-1H-

benzimidazol sódico 

• Sigla: E-3810 

• Fórmula molecular: C18H20N3NaO3S 

• Massa molecular: 381,43 

• Composição elementar: C 60,15%; H 5,89%; N 11,69%; O 13,35%; S 8,92% 

• Número no Chemical Abstracts: 117976-90-6 

• Solubilidade: muito solúvel em água e metanol, facilmente solúvel em etanol, 

clorofórmio e acetato de etila e insolúvel em éter e hexano. 

 

  3.8 Análise quantitativa 
 
 Os trabalhos presentes na literatura, relativos à determinação de rabeprazol 

sódico em plasma, descrevem, em geral, métodos por cromatografia líquida de alta 

eficiência, com detecção na região do ultravioleta (NAKAI et al., 1994; TAKAKUWA 

et al., 1995; MANO et al., 1996; SINGH et al, 2004; UNO et al., 2005; 

RAMAKRISHNA et al, 2005) e detecção por espectrometria de massas (ZHANG et 

al., 2004; HUANG et al., 2005). 

 Alguns trabalhos demonstram a separação dos enantiômeros de rabeprazol e 

outros benzimidazóis, em plasma e forma farmacêutica, utilizando fluido supercrítico 

(NOZAL et al., 2004; TORÍBIO et al., 2005), extração em fase sólida (MIURA et al., 

2006) e coluna quiral (RAO et al., 2006).  



 
 

 

 TIVESTEN e colaboradores (1999) realizaram um estudo de triagem, 

aplicando a eletroforese capilar em meio não-aquoso para a determinação da pureza 

de alguns benzimidazóis, entre eles, o rabeprazol sódico. Foram obtidas separações 

rápidas e eficientes. 

EL-GINDY e colaboradores (2003) publicaram um trabalho que relata a 

determinação de rabeprazol sódico, na forma farmacêutica, em presença de 

produtos de degradação. Os métodos utilizados foram a cromatografia líquida de 

alta eficiência, a espectrofotometria derivada de razão do espectro e a cromatografia 

em camada delgada de alta eficiência. Os mesmos demonstraram ser equivalentes 

ao método cromatográfico descrito na literatura para plasma humano (NAKAI et al., 

1994).  

 A quantificação de rabeprazol em comprimidos, através de método 

voltamétrico, foi descrita por RADI e colaboradores (2004) e demonstrou ser um 

método simples e de baixo custo.   

 A identificação e a síntese de potenciais impurezas, provenientes do processo 

de preparação industrial de rabeprazol sódico, foram realizadas por PINGILI e 

colaboradores (2005). Através das técnicas de espectrometria de massas, 

espectrofotometria no infravermelho e espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear, as impurezas foram identificadas como o análogo clorado de rabeprazol e o 

análogo metoxilado de rabeprazol. REDDY e colaboradores (2007) também 

realizaram a identificação e caracterização de seis impurezas da síntese de 

rabeprazol através das mesmas técnicas citadas acima. 

 Não foram encontrados trabalhos relatando o teste de dissolução para os 

comprimidos revestidos contendo rabeprazol. 

O rabeprazol sódico não está descrito em nenhum código oficial, até o 

presente momento.  

 

 

 



 
 

 

3.9 Estudos de estabilidade 

O trabalho de EL-GINDY e colaboradores (2003), citado anteriormente, é 

único, até então, no que se refere a dados de estabilidade de rabeprazol. Os autores 

relatam o estudo de estabilidade do fármaco em meio ácido (HCl 0,1 M), em 

presença de agente oxidante (peróxido de hidrogênio 33,3%) e frente à luz (lâmpada 

de tungstênio 40 W). Além disso, foi realizado o estudo da cinética de degradação 

frente a estes fatores e a diferentes temperaturas. Para todos os fatores estudados, 

são encontrados dois produtos de degradação e uma cinética de pseudo-primeira 

ordem. Os tempos de exposição a cada agente não foram citados. Cabe salientar 

que não foi realizada a identificação dos produtos de degradação encontrados pelos 

pesquisadores. 

 
 Em relação à estabilidade dos outros inibidores da bomba de prótons, foram 

encontrados trabalhos sobre a degradação de omeprazol e lansoprazol em meio 

ácido (MATHEW et al., 1995; RADI, 2002; QAISI et al., 2006), nos quais é relatada a 

grande instabilidade dos fármacos em valores baixos de pH e a formação da 

sulfenamida como principal produto de degradação, além de um dímero.  



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. CAPÍTULO I 
VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 
 
 
 
 

 



 
 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

4.1 INTRODUÇÃO



 
 

 

 



 
 

 

Para o controle adequado da qualidade de medicamentos, é imprescindível o 

uso de métodos analíticos bastante sensíveis que permitam, desta forma, a 

determinação de quantidades mínimas de substância ativa e produtos de 

degradação. A escolha do método depende de vários fatores, tais como natureza do 

fármaco, pureza e quantidade de amostra, bem como a finalidade da análise, seja 

qualitativa, quantitativa ou semiquantitativa (AVEDAÑO, 1993). 

A fim de assegurar a credibilidade do método deve-se validá-lo. A validação 

de um procedimento analítico tem como objetivo demonstrar que este é adequado 

para a aplicação pretendida (ICH, 2005). É um processo pelo qual se estabelece, 

por estudos de laboratório, que as características de desempenho do método 

satisfazem às exigências para a sua aplicação (USP 29, 2006). 

A validação deve ser considerada como parte de um conceito integrado que 

visa garantir a qualidade, segurança e eficácia dos produtos farmacêuticos (ERMER, 

2001).  

Os parâmetros analíticos que devem ser determinados durante a validação 

dos métodos de análise incluem a especificidade, a linearidade, a precisão, a 

exatidão, os limites de detecção e quantificação e a robustez (ICH, 2005, USP 29, 

2006, BRASIL, 2003). Tanto a International Conference on Harmonization (ICH, 

2005), quanto a United States Pharmacopoeia (USP 29, 2006) reconhecem que não 

existe a necessidade da avaliação de todos os parâmetros. É de responsabilidade 

do analista identificar os parâmetros que devem ser avaliados para determinado 

método (ERMER, 2001). O tipo de método e seu respectivo uso determinam quais 

parâmetros devem ser investigados (SWARTZ; KRULL, 1998). 

A descrição dos parâmetros que podem ser avaliados na validação de um 

método, segundo o ICH (2005), USP 29 (2006) e a Resolução nº 899 (BRASIL, 

2003), está relacionada abaixo: 

• Linearidade: corresponde à capacidade do método de fornecer resultados 

diretamente proporcionais à concentração da substância em exame dentro de 

uma determinada variação. Recomenda-se que sua determinação seja 

realizada através de um mínimo de cinco concentrações. Os resultados 

devem ser analisados por métodos estatísticos apropriados. Além disso, 



 
 

 

deve-se apresentar as curvas obtidas, o coeficiente de correlação linear e o 

intercepto da reta;  

• Precisão: representa o grau de concordância entre os resultados das 

análises individuais quando o procedimento é aplicado diversas vezes em 

uma mesma amostra homogênea, em idênticas condições de teste. A 

precisão pode ser medida através da repetibilidade, da precisão intermediária 

e da reprodutibilidade. A repetibilidade é efetuada através de várias análises, 

nas mesmas condições, em um curto intervalo de tempo. A reprodutibilidade 

se refere ao uso do procedimento analítico em diferentes laboratórios. A 

precisão intermediária expressa a variação laboratorial, com o mesmo 

procedimento realizado em dias diferentes, equipamentos ou analistas 

diferentes. A precisão pode ser expressa como desvio padrão relativo (DPR); 

• Exatidão: representa o grau de proximidade entre os resultados individuais 

encontrados e um valor aceito como referência. Pode ser determinada através 

do teste de recuperação, em que quantidades conhecidas de substância 

química de referência são adicionadas à amostra, e então recuperadas. Neste 

caso, é expressa como percentagem de recuperação. 

• Especificidade: representa a capacidade de um método de avaliar de forma 

inequívoca a substância em exame na presença de componentes que 

poderiam interferir com sua determinação, tais como excipientes, impurezas e 

produtos de degradação.  

• Robustez: capacidade do método de não ser afetado por pequenas 

modificações nas condições analíticas. Para cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), por exemplo, pode-se avaliar a influência de alterações na 

temperatura de análise e na proporção de componentes ou fluxo de fase 

móvel; 

• Limite de detecção: representa a concentração mais baixa da substância em 

exame que pode ser detectada na amostra, mas não necessariamente 

quantificada, sob as condições experimentais especificadas; 



 
 

 

• Limite de quantificação: representa a concentração mais baixa da 

substância em exame que pode ser determinada com precisão e exatidão 

aceitáveis, sob as condições experimentais especificadas; 

 

A validação de um método não significa que ele esteja livre de erros, mas 

apenas confirma que ele é adequado para seu propósito (MEHTA, 1997). 

Os métodos analíticos são divididos em quatro categorias, contemplando os 

testes quantitativos para determinação do fármaco em produto farmacêutico ou 

matéria-prima (categoria I), testes quantitativos ou ensaio limite para a determinação 

de impurezas e de produtos de degradação em produto farmacêutico e matéria-

prima (categoria II), testes de desempenho (categoria III) e testes de identificação 

(categoria IV) (USP 29, 2006; BRASIL, 2003). 

O teste de dissolução é considerado um teste de desempenho (USP 29, 

2006; BRASIL, 2003), sendo importante para sua validação a avaliação dos 

parâmetros precisão, exatidão, especificidade e linearidade, respeitando as 

características de cada caso. Os resultados obtidos a partir deste auxiliam no 

desenvolvimento e avaliação de novas formulações, possibilitam possível correlação 

in vivo – in vitro e fazem parte da documentação para registro de novos produtos 

junto às autoridades regulatórias (MARQUES e BROWN, 2002).  

Para desenvolver um teste de dissolução, vários fatores devem ser avaliados, 

como a solubilidade, a permeabilidade e as características farmacocinéticas do 

fármaco, bem como as peculiaridades da formulação em estudo. O aparato 

(usualmente pás ou cestas), o meio de dissolução, o qual deve garantir a 

estabilidade do fármaco e sua solubilização, e a velocidade de agitação devem ser 

cuidadosamente determinados. O pH do meio e o volume utilizado também devem 

ser observados (FDA, 1997). Além disso, é necessário que o método de 

quantificação a ser aplicado no teste esteja validado. A seleção criteriosa das 

condições de ensaio deve ser orientada no sentido de obter o máximo poder 

discriminatório e resultar na capacidade de detecção de eventuais desvios dos 

padrões de qualidade propostos (MARCOLONGO, 2003). 



 
 

 

A partir dos dados de solubilidade e permeabilidade dos fármacos, foi 

introduzido por AMIDON e colaboradores (1995) o Sistema de Classificação 

Biofarmacêutico, o qual classifica as substâncias em quatro categorias: Classe I – 

alta solubilidade, alta permeabilidade; Classe II – baixa solubilidade, alta 

permeabilidade; Classe III – alta solubilidade, baixa permeabilidade e Classe IV – 

baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Utilizando essa classificação, pode-se  

determinar as expectativas com relação às correlações in vitro-in vivo, bem como as 

especificações a serem avaliadas no teste de dissolução. 

No presente capítulo serão apresentados os métodos que foram validados 

para a determinação quantitativa de rabeprazol sódico, em comprimidos revestidos, 

sendo eles: a espectrofotometria ultravioleta, a espectrofotometria ultravioleta 

derivada, a cromatografia líquida de alta eficiência e a eletroforese capilar. Além 

disso, será apresentada a caracterização da substância química de referência, a 

identificação das amostras e o desenvolvimento e validação do teste de dissolução 

dos comprimidos revestidos contendo rabeprazol sódico. 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

4.2 PARTE EXPERIMENTAL 



 
 

 

 

  



 
 

 

 

A substância química de referência e os produtos farmacêuticos utilizados no 

presente estudo estão descritos a seguir: 

Substância Química de Referência (SQR) 
 
 A substância química de referência utilizada para o desenvolvimento do 

trabalho foi o rabeprazol sódico, teor de 99,3%, gentilmente cedido pela Indústria 

Janssen-Cilag Farmacêutica. 

 

Produtos Farmacêuticos  
 
 - Comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sódico (equivalente 

a 9,42 mg de rabeprazol base), comercializados com o nome Pariet® (Janssen-

Cilag), lote 02HS99H, adquiridos no mercado. 

 Excipientes: manitol, óxido de magnésio, hidroxipropilcelulose, 

hidroxipropilcelulose substituída, estearato de magnésio, etilcelulose, ftalato de 

hipromelose, monoglicerídeo diacetilado, talco, dióxido de titânio, óxido de ferro 

vermelho e cera de carnaúba. 

 

 - Comprimidos revestidos, contendo 20 mg de rabeprazol sódico (equivalente 

a 18,85 mg de rabeprazol base), comercializados com o nome Pariet® (Janssen-

Cilag), lote 04AS686,  adquiridos no mercado. 

 

 Excipientes: manitol, óxido de magnésio, hidroxipropilcelulose, 

hidroxipropilcelulose substituída, estearato de magnésio, etilcelulose, ftalato de 

hipromelose, monoglicerídeo diacetilado, talco, dióxido de titânio, óxido de ferro 

amarelo e cera de carnaúba. 

 

 
 

 



 
 

 

 

4.2.1 Caracterização da Substância Química de Referência (SQR) 

 Com o objetivo de caracterizar a substância utilizada como referência neste 

trabalho, realizaram-se análises espectroscópicas na região do infravermelho e de 

RMN de hidrogênio, de carbono e bidimensionais. 

 

4.2.1.1 Espectrofotometria na região do infravermelho (IV) 
 
 O espectro de absorção na região do infravermelho de rabeprazol sódico 

SQR foi obtido em espectrofotômetro FTIR SHIMADZU, modelo 8001, utilizando-se 

pastilhas de brometo de potássio (150 mg), contendo 1,5 mg de amostra. 

 

 4.2.1.1.1 Resultados e Discussão 

 O espectro de absorção de rabeprazol sódico SQR na região do 

infravermelho está representado na Figura 4.1. 

 As atribuições das principais freqüências, características à estrutura de 

rabeprazol sódico, estão apresentadas na Tabela 4.1 (SILVERSTEIN e WEBSTER, 

2000). 

Tabela 4.1 - Principais freqüências obtidas do espectro de infravermelho de 
rabeprazol sódico SQR 

Freqüência (cm-1) Atribuição 
2900 Deformação axial C-H de alcano 

2840 Deformação axial O-CH3  de éter 

1570 Deformação axial C=C de anel 
aromático 

1380 Deformação axial C-N (anel) 

1080 Grupamento S=O 

750 Benzeno orto-substituído 



 
 

 

                   

         Figura 4.1 - Espectro na região do infravermelho de rabeprazol sódico SQR. 

 

O espectro de infravermelho é único para cada substância, sendo pouco 

provável que duas substâncias que não sejam enantiômeros, apresentem o mesmo 

espectro nesta região. Uma análise das bandas características de determinados 



 
 

 

grupos permite a identificação da estrutura de moléculas (SILVERSTEIN e 

WEBSTER, 2000). 

 Através da análise das bandas características e da comparação do espectro 

obtido com o apresentado por MOFFAT (2004), foi possível realizar a caracterização 

da substância de referência. 

 

4.2.1.2 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 Os espectros de RMN de hidrogênio (RMN 1H),  de carbono (RMN  13C), e os 

espectros de correlação COSY (correlation spectroscopy), HSQC (heteronuclear 

single quantum correlation) e HMBC (heteronuclear multiple bond correlation), de 

rabeprazol sódico foram obtidos em espectrômetro  Bruker TopSpin de 500 MHz, 

utilizando metanol deuterado (Aldrich) como solvente e tetrametilsilano (TMS) como 

referência interna. As análises foram realizadas na Unidad de Microanalisis y 

Métodos Físicos Aplicados a la Química Orgánica – UMYMFOR – Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires (Argentina). Os 

programas WinNMR 1D/2D foram utilizados para processar os espectros. 

  

4.2.1.2.1 Resultados e Discussão 

  Os espectros de RMN 1H e RMN 13C estão representados nas Figuras 4.2 e 

4.3, respectivemente. 

As atribuições dos hidrogênios e dos carbonos de rabeprazol sódico foram 

estabelecidas com base em dados tabelados disponíveis na bibliografia específica 

(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000 e PRETSCH et al., 2000), bem como no trabalho 

de REDDY e colaboradores (2007), onde foram realizados os espectros de 1H e 13C 

de rabeprazol em DMSO deuterado. 
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Figura 4.2 – Espectro de RMN de hidrogênio de rabeprazol sódico SQR, em metanol deuterado (500 MHz). 

H10’ 

H7’ 

H13’ 

H11’ 
H9’ 

H11 H5’ H6’ 

H5 
H6

H4 
H7



 
 

 

16
4.

07
25

15
9.

06
75

15
0.

21
29

15
0.

15
52

14
7.

67
07

14
5.

35
23

12
3.

37
48

12
0.

21
87

11
7.

01
92

10
5.

97
63

68
.5

43
1

65
.0

98
1

59
.0

96
3

58
.8

21
9

57
.5

58
0

48
.1

32
9

47
.9

59
5

47
.7

93
4

47
.6

20
1

47
.4

54
0

47
.2

80
6

47
.1

07
3

28
.8

06
0

9.
70

30

(ppm)
0102030405060708090100110120130140150160170

 
Figura 4.3 – Espectro de RMN de carbono 13 de rabeprazol sódico SQR, metanol deuterado (500 MHz). 
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No espectro de hidrogênio, é possível observar que os sinais entre 3,35 e 4,8 

ppm referem-se aos hidrogênios alifáticos presentes em torno do anel piridínico, 

enquanto que acima de 7,0 ppm estão os aromáticos. 

A mesma observação pode ser feita para o espectro de carbono 13, onde 

entre 57,55 e 68,54 ppm estão os carbonos unidos ao anel piridínico e acima de 

105,97 ppm, os aromáticos e quaternários.  

O espectro COSY de rabeprazol sódico está representado na Figura 4.4. Os 

sinais presentes indicam quais hidrogênios estão correlacionando entre si (1H-1H). 

 O espectro HSQC de rabeprazol sódico está representado na Figura 4.5. Os 

sinais indicam a quais hidrogênios estão unidos cada carbono (1H-13C). Assim, 

também é possível verificar quais carbonos são quaternários. 

 O espectro de HMBC de rabeprazol sódico está representado na Figura 4.6. 

Os sinais indicam com qual carbono um determinado hidrogênio está 

correlacionando a longa distância (1H -13C, a 2 ou 3 ligações). 

  



 
 

 

 

Figura 4.4 – Espectro COSY de rabeprazol sódico SQR em metanol deuterado (500 

MHz). 

 

 Através do espectro COSY, é possível observar a correlação existente entre 

os hidrogênios do anel piridínico, além da correlação entre os hidrogênios da cadeia 

alifática. 

 



 
 

 

 

 
Figura 4.5 – Espectro HSQC de rabeprazol sódico SQR, em metanol 
deuterado (500MHz) 



 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6 – Espectro HMBC de rabeprazol sódico SQR, em metanol 
deuterado (500 MHz). 



 
 

 

A Tabela 4.2 descreve os dados obtidos a partir dos espectros de rabeprazol 

sódico SQR e as atribuições realizadas. 

 
Tabela 4.2 - Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 13C, HSQC, 1H, 1H-1H 
COSY e HMBC, em metanol-deuterado, de rabeprazol sódico SQR. 

13C (ppm)/ 
atribuição* 

HSQC 
(ppm) 

1H (ppm) COSY 
(ppm) HMBC (ppm) 

9,70 / C7’ 2,11 s (3H) - C68,54/C123,37/C147,67 

28,80 / C10’ 2,05 m (2H) 
J = 6,18/5,95 Hz H3,55/ H4,2 - 

47-48 4,9 metanol-deuterado (solvente) 

57,55 / C13’ 3,35 s (3H) - C68,54 

59,09 / C11 4,8 s (2H) - C123,37/C150,15/C159,06

65,09 / C9’ 4,2 t (2H) 
J = 5,95/5,95 Hz H2,05 C28,80/C68,54/C164,07 

68,54 / C11’ 3,55 t (2H) 
J = 5,96/6,17 Hz H2,05 C28,8/C57,55 

105,97 / C5’ 6,9 d (1H) 
J = 5,49 Hz H8,25 - 

117,01/ C4;7 7,6 dd (2H) 
J = 2,98/8,47 Hz H7,1 - 

120,21/ C5;6 7,1 dd (2H) 
J = 2,75/5,5 Hz H7,6 - 

123,37 / C3’ - - - - 
145,35 / C8;9 - - - - 

147,67 / C6’ 8,25 d (1H) 
J = 5,49 Hz H6,9 C105,97/C164,07 

150,15 / C2’ - - - - 
159,06 / C2 - - - - 
164,07 / C4’ - - - - 

s = singleto; d = dubleto; dd = duplo dubleto; t = tripleto.  

                     



 
 

 

As atribuições realizadas possibilitaram caracterizar satisfatoriamente a SQR 

e serão importantes para a elucidação das estruturas de produtos de degradação, a 

serem isolados.  

 

4.2.2 Identificação da amostra no produto farmacêutico  

4.2.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 A amostra de rabeprazol sódico SQR foi preparada diretamente em metanol 

em concentração final de 1 mg/ml. A amostra de comprimido revestido foi preparada 

a partir do pó proveniente da trituração de 1 comprimido em gral e dissolvido em 

metanol, à mesma concentração. Essa solução foi colocada em banho de ultra-som 

por 20 minutos e filtrada em papel filtro antes das aplicações. A fim de avaliar a 

especificidade do método, uma amostra de omeprazol SQR (SIGMA) foi preparada 

no mesmo solvente na concentração de 500 μg/ml. 

 Para a composição do sistema eluente empregaram-se os solventes acetato 

de etila (MERCK) e metanol (MERCK), ambos de grau analítico, na proporção 90:10 

(v/v), respectivamente.  

 A migração cromatográfica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas 

(MERCK) de gel-sílica 60 F254 com 12 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25 

mm de espessura de camada adsorvente. As soluções das amostras foram 

aplicadas através de tubos capilares, a uma distância de 1 cm da borda inferior da 

placa e migraram até atingir 10 cm do ponto de aplicação. Os reveladores utilizados 

foram a lâmpada ultravioleta a 254 nm e vapor de iodo, obtido a partir do iodo grau 

analítico (SYNTH). 

Foram determinados os fatores de retenção (Rf) de cada amostra e o Rx foi 

calculado. 

 
 
 

 
 



 
 

 

4.2.2.1.1 Resultados e Discussão 
 
 Os valores de Rf obtidos após a migração cromatográfica foram 0,48 para a 

substância de referência e para a amostra de produto farmacêutico de rabeprazol, e 

0,57 para o omeprazol. O valor de Rx calculado foi de 0,84. 

 O perfil cromatográfico das amostras após revelação com luz ultravioleta a 

254 nm e exposição a vapores de iodo pode ser visualizado na Figura 4.7. 

 

 

                                                           

                       (1)       (2) 

Figura 4.7 - Perfil cromatográfico das amostras rabeprazol sódico SQR (P) e produto 
farmacêutico (A), e omeprazol (O), após revelação com luz ultravioleta a 254 nm (1) 
e exposição a vapores de iodo (2). 
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 A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de fácil execução 

e compreensão, versátil e com baixo custo se comparada às demais técnicas 

analíticas empregadas na identificação de compostos. Este método permite 

identificar o fármaco através da comparação dos valores de Rf da amostra com o da 

substância de referência, obtidos sobre as mesmas condições. Além disso, permite 

a determinação de impurezas em matérias-primas e produtos farmacêuticos. 

Para o desenvolvimento deste método, buscou-se na literatura trabalhos que 

aplicassem esta técnica para o rabeprazol sódico, bem como para outros inibidores 

da bomba de prótons. A pesquisa revelou trabalhos de cromatografia em camada 

delgada de alta eficiência, como o de EL-GINDY e colaboradores (2003), que aplica 

a técnica para a quantificação do fármaco na presença de produtos de degradação. 

O sistema eluente utilizado é composto por acetona, tolueno e metanol na proporção 

9:9:0,6 (v/v). Também verificou-se os trabalhos de PANDYA e colaboradores (1997) 

para análise de lansoprazol em estudos de farmacocinética, utilizando a fase móvel 

clorofórmio, metanol (15:1, v/v), e de DOGRUKOL-AK e colaboradores (1998) para 

determinação de omeprazol em preparações farmacêuticas, utilizando o eluente 

clorofórmio, metanol, amônia 25% (97,5:2,5:1). Tendo em vista os elevados valores 

de Rf obtidos através destes sistemas (aproximadamente 0,80), novas composições 

foram testadas até o desenvolvimento do método proposto, o qual demonstrou ser 

adequado para a aplicação pretendida. A análise do fármaco de estrutura análoga 

omeprazol possibilitou demonstrar a especificidade do método, uma vez que os 

valores de Rf são diferentes para os fármacos analisados. 

 Os valores de Rf obtidos para as amostras sugerem que rabeprazol sódico 

SQR e produto farmacêutico possuem a mesma identidade. 

 

4.2.2.2 Espectrofotometria na região do ultravioleta 

 As soluções das amostras de rabeprazol sódico SQR e de comprimidos 

revestidos foram preparadas em três diferentes solventes: água, pH ajustado a 10,0 

com hidróxido de amônio (GRUPO QUÍMICA), etanol (MERCK) e metanol (MERCK), 

sendo os últimos de grau analítico, na concentração de 12,0 μg/ml. 



 
 

 

 O método foi desenvolvido em espectrofotômetro UV/VIS SHIMADZU, modelo 

UV 160A, equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de espessura. As leituras 

foram realizadas na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm e os espectros 

sobrepostos. 

 

4.2.2.2.1 Resultados e Discussão 

 Os espectros de absorção na região do ultravioleta, referentes ao rabeprazol 

sódico SQR e comprimidos revestidos, preparados em água (pH = 10,0), metanol e 

etanol, na concentração de 12,0 μg/ml estão representados nas Figuras 4.8, 4.9 e 

4.10, respectivamente. 

 

            

Figura 4.8 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sódico SQR (A) e rabeprazol 
sódico em comprimidos revestidos (B), em água (pH = 10,0), na concentração de 12 
μg/ml. 
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Figura 4.9 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sódico SQR (A) e rabeprazol 
sódico em comprimidos revestidos (B), em metanol, na concentração de 12 μg/ml. 

 

 

          

Figura 4.10 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sódico SQR (A) e rabeprazol 
sódico em comprimidos revestidos (B), em etanol, na concentração de 12 μg/ml. 

 

A espectrofotometria na região do ultravioleta apresenta uma série de 

aplicações na análise farmacêutica, destacando-se a identificação e quantificação de 
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fármacos, a determinação do pKa, a determinação dos coeficientes de partição e 

solubilidade, e a determinação da liberação da substância ativa de uma formulação, 

como, por exemplo, no teste de dissolução (WATSON, 1999). 

 Os espectros obtidos na análise de rabeprazol sódico SQR e de rabeprazol 

sódico em comprimidos revestidos demonstraram perfis similares nos solventes 

utilizados, sugerindo a mesma identidade das amostras.  Os comprimentos de onda 

de máxima absorção foram diferentes para cada solvente. Em água, a absorção 

máxima ocorreu em 291,0 nm, enquanto em metanol ocorreu em 283,0 nm e em 

etanol, em 285,4 nm. Provavelmente, esta diferença é devida à ionização da 

molécula em água, ocorrendo um efeito batocrômico. 

 Estes resultados indicam que o método é útil para a identificação de 

rabeprazol sódico no produto farmacêutico. 

 

4.2.2.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)  

A amostra de rabeprazol sódico SQR foi preparada em acetonitrila grau 

cromatográfico (MERCK), a uma concentração final de 40 μg/ml, enquanto a 

amostra de produto farmacêutico foi levada ao banho de ultra-som com pequena 

quantidade de água ultrapura (pH ajustado a 10,0 com hidróxido de amônio-GRUPO 

QUÌMICA), por 20 minutos, e completou-se o volume de 25 ml com acetonitrila, 

obtendo-se a mesma concentração da SQR. As duas amostras foram filtradas em 

membrana de nylon com 0,45 μm de diâmetro de poro (MFS), anteriormente à 

injeção. 

 O equipamento utilizado foi o cromatógrafo a líquido de alta eficiência 

SHIMADZU, equipado com duas bombas de fluxo LC 10 AD VP, controlador  SCL-

10A VP, forno para coluna CTO – 10AC VP, auto injetor SIL-10AD VP e detector de 

arranjo de diodos SPD-M10A. O software utilizado foi o Class-VP versão 6.12. A 

coluna cromatográfica utilizada foi a Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 

5 μm), endcapped (THERMO). 



 
 

 

 A fase móvel foi preparada a partir da mistura de acetonitrila e água ultrapura 

na proporção 35:65 (v/v), respectivamente, e filtrada através de membrana de nylon. 

A desaeração foi realizada através de fluxo constante de gás hélio durante a análise. 

 As condições cromatográficas utilizadas na análise estão descritas na Tabela 

4.3. 

Tabela 4.3 – Condições cromatográficas utilizadas no desenvolvimento do método 
por CLAE. 
Característica Descrição 

Fase móvel Acetonitrila:água (35:65 v/v) 

Coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm ) 

Fluxo 1,0 ml/min 

Comprimento de onda 282 nm 

Volume de injeção 20 μl 

Temperatura de análise 30,0  ºC 

Diluente das amostras acetonitrila 

 

 A identificação da amostra comprimido revestido foi realizada através da 

comparação dos tempos de retenção da solução deste com a preparada com  

rabeprazol sódico SQR. 

 

4.2.2.3.1 Resultados e Discussão 

Os cromatogramas sobrepostos obtidos a partir da análise de rabeprazol 

sódico SQR e rabeprazol sódico em comprimidos revestidos podem ser visualizados 

na Figura 4.11. 



 
 

 

 
Figura 4.11 – Cromatogramas obtidos através da análise por CLAE das soluções de 
rabeprazol sódico SQR (A) e rabeprazol sódico em comprimidos revestidos (B) 
preparados em acetonitrila, ambas à concentração de 40 μg/ml. Condições 
cromatográficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase 
móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; 
temperatura de análise 30 ºC. 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência surgiu, essencialmente, como uma 

técnica de separação, mas com os recursos que apresenta, passou a ocupar um 

lugar de destaque como técnica analítica qualitativa e quantitativa (COLLINS et al., 

1997). 

 O desenvolvimento do método por cromatografia líquida de alta eficiência 

iniciou-se com a escolha do sistema eluente mais adequado. Para tanto, foram 

analisados os trabalhos existentes sobre a determinação de rabeprazol sódico em 

fluidos biológicos (NAKAI et al., 1994; TAKAKUWA et al., 1995; MANO et al., 1996), 

que utilizam sistemas de fase reversa, com fase móvel composta de tampão fosfato 

e acetonitrila ou perclorato de amônio e acetonitrila, em diferentes proporções. 

 A fim de desenvolver um método cromatográfico simples e adequado, foram 

testadas fases móveis compostas por água e acetonitrila, água e metanol e tampão 

fosfato e acetonitrila, em proporções variadas.  
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A fase móvel composta por água e acetonitrila, na proporção 65:35 (v/v) 

demonstrou ser adequada, resultando em um tempo de retenção de, 

aproximadamente, 7,5 minutos para o rabeprazol sódico. Além disso, os demais 

parâmetros cromatográficos foram satisfatórios, como: assimetria (0,98), pratos 

teóricos (3495,73) e fator capacidade (4,80). 

A comparação dos tempos de retenção da solução de rabeprazol sódico SQR 

e de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos indica que as amostras possuem 

a mesma identidade. 

 

4.2.2.4 Eletroforese Capilar (EC)  

A amostra de rabeprazol sódico SQR foi preparada em água pH 10,0 

(ajustado com hidróxido de amônio – GRUPO QUÍMICA), a uma concentração final 

de 20 μg/ml, enquanto a amostra de produto farmacêutico foi levada ao banho de 

ultra-som com pequena quantidade de água pH 10,0, por 20 minutos, e completou-

se o volume de 20 ml com o mesmo solvente, obtendo-se a  concentração similar à 

da SQR. As duas amostras foram filtradas em membrana de nylon com 0,45 μm de 

diâmetro de poro (MFS), anteriormente à injeção. 

Para o preparo do eletrólito foram empregados tampão borato de sódio 

decaidratado (MERCK) e água ultrapura (META III-FILTROSUL). Água ultrapura e 

solução de hidróxido de sódio 0,1 M foram utilizadas para ativação do capilar antes 

das análises.  

 O equipamento de eletroforese capilar utilizado foi o modelo HP3D (Hewlett-

Packard), acoplado com detector de arranjo de diodos, injetor automático e controle 

de temperatura, instalado no Laboratório de Geoquímica Ambiental da Escola de 

Engenharia - UFRGS. O software HP Chemstation CE foi utilizado para  controle do 

equipamento e aquisição dos dados. O capilar de sílica fundida, utilizado para as 

análises, possuía 48 cm de comprimento (AGILENT). 

 As condições analíticas utilizadas no método estão descritas na Tabela 4.4. 

 



 
 

 

 
Tabela 4.4 – Condições analíticas utilizadas no desenvolvimento do método por 
eletroforese capilar. 
Característica Descrição 

Capilar Sílica fundida, com 48 cm de comprimento total 

(39,5 cm efetivo), 75 μm de diâmetro interno. 

Eletrólito Tampão tetraborato de sódio 10 mM 

Tensão aplicada 20 kV em rampa 

Injeção hidrodinâmica 50 mBar/5 s 

Comprimento de onda 291 nm 

Pré-condicionamento 1 min NaOH 0,1 M; 2 min H2O; 2,5 min eletrólito 

Temperatura 25 ± 1 °C 

Diluente das amostras água pH 10,0 

 

 A identificação da amostra comprimido revestido foi realizada através da 

comparação dos tempos de migração da amostra com aqueles da solução  

rabeprazol sódico SQR. 

 

4.2.2.4.1 Resultado e Discussão 

Os eletroferogramas sobrepostos de rabeprazol sódico SQR e rabeprazol 

sódico em comprimidos revestidos podem ser visualizados na Figura 4.12. 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Figura 4.12 – Eletroferogramas obtidos através da análise por eletroforese capilar 
das soluções de rabeprazol sódico SQR (A) e rabeprazol sódico em comprimidos 
revestidos (B) preparados em água pH=10,0, ambas à concentração de 20 μg/ml. 
Condições eletroforéticas: capilar de sílica fundida de 48 cm; tampão tetraborato de 
sódio 10 mM como eletrólito de corrida; tensão de 20kV em rampa; detecção UV  a 
291 nm; temperatura de análise 25 ºC. 
 

 

A eletroforese capilar é uma interessante alternativa na análise de produtos 

farmacêuticos devido a sua eficiência, flexibilidade, precisão e alta resolução.  Além 

disso, utiliza volumes de amostra na ordem de nanolitros e baixo consumo de 

solventes (SANTORO et al., 2000). 

 Para o desenvolvimento deste método, foram testadas duas concentrações 

de solução tampão borato de sódio: 10 e 15 mM. Ambas concentrações forneceram 

resultados satisfatórios quanto à simetria do pico, tempo de migração e estabilidade 

da linha de base. Entretanto, selecionou-se a concentração 10 mM, pois o uso de 

concentrações elevadas no eletrólito de corrida pode determinar, ocasionalmente, 

aquecimento do capilar enquanto que, concentrações menores, estabilizam o 

sistema eletroforético. 
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 O tempo de migração obtido para as amostras foi de 3,9 minutos. O número 

de pratos teóricos foi de 115507 e a assimetria foi 1,1. 

A comparação dos tempos de migração da solução de rabeprazol sódico SQR  

(tm = 3,9 min) e de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos (tm = 3,9 min) 

indica que as amostras possuem a mesma identidade. 

 

4.2.3 Análise Quantitativa 
 

4.2.3.1 Espectrofotometria na região do ultravioleta (UV) 

 As soluções de rabeprazol sódico SQR e de comprimidos revestidos foram 

preparadas utilizando como solvente a água, com pH ajustado a 10,0 com hidróxido 

de amônio (GRUPO QUÍMICA). As leituras foram realizadas em espectrofotômetro 

SHIMADZU, modelo 160A, no comprimento de onda de 291 nm. 

 A fim de realizar a validação do método, foram avaliados os seguintes 

parâmetros analíticos: especificidade, linearidade, precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária), exatidão e limites de detecção e quantificação. 

 

 4.2.3.1.1 Avaliação da especificidade 

 Para análise da especificidade, foram preparadas soluções de rabeprazol 

sódico SQR e de placebo, em água (pH = 10,0), na concentração de 12 μg/ml. 

 A mistura placebo era composta pelos excipientes descritos no item 3.1.2, nas 

seguintes quantidades: manitol 100,0 mg; óxido de magnésio 155,0 mg; 

hidroxipropilcelulose 56,25 mg; estearato de magnésio 10,0 mg; etilcelulose 11,05 

mg; hidroxipropilmetilcelulose 75,30 mg; talco 73,80 mg; cera de carnaúba 15,05 mg; 

monoglicerídeo diacetilado 2,76 mg; dióxido de titânio 2,76 mg e óxido de ferro 

vermelho 0,03 mg. Estas quantidades, equivalentes a cinco comprimidos, foram 

determinadas de acordo com as especificações de concentrações percentuais 

médias descritas para cada excipiente (KIBBE, 2000) e com base no peso médio 

dos comprimidos (110,4 mg).  



 
 

 

 Para o preparo da solução placebo, estas quantidades foram pesadas e 

transferidas para balão volumétrico de 250 ml, o qual foi levado ao banho de ultra-

som com água (pH = 10,0) por 20 minutos. A suspensão foi, então, filtrada em papel 

filtro e em membrana de nylon de 0,45 μm de diâmetro de poro. 

 

    4.2.3.1.2 Curva de Ringbom 

 A curva de Ringbom tem como objetivo demonstrar a faixa de concentração 

do fármaco na qual o método pode apresentar linearidade. 

 Para sua realização, preparou-se uma solução de rabeprazol sódico SQR na 

concentração de 50 μg/ml da qual retiraram-se alíquotas, com auxílio de bureta, 

conforme a Tabela 4.5. 

 Foram efetuadas duas leituras para cada concentração a 291 nm. 



 
 

 

Tabela 4.5 – Preparo das soluções para obtenção da curva de Ringbom de 
rabeprazol sódico por espectrofotometria no UV. 

Solução Rabeprazol sódico 
SQR 50 μg/ml (ml) Volume final (ml) Concentração 

final (μg/ml) 
1 0,5 25,0 1,0 

2 1,0 25,0 2,0 

3 1,5 25,0 3,0 

4 2,0 25,0 4,0 

5 2,5 25,0 5,0 

6 3,0 25,0 6,0 

7 3,5 25,0 7,0 

8 4,0 25,0 8,0 

9 4,5 25,0 9,0 

10 5,0 25,0 10,0 

11 6,0 25,0 12,0 

12 7,0 25,0 14,0 

13 8,0 25,0 16,0 

14 9,0 25,0 18,0 

15 10,0 25,0 20,0 

16 4,4 10,0 22,0 

17 4,8 10,0 24,0 

18 5,2 10,0 26,0 

19 5,6 10,0 28,0 

20 6,0 10,0 30,0 

21 6,4 10,0 32,0 

22 6,8 10,0 34,0 

23 7,2 10,0 36,0 

24 7,6 10,0 38,0 

25 8,0 10,0 40,0 

26 8,4 10,0 42,0 

 

A curva foi construída a partir da análise de 26 concentrações diferentes de 

fármaco, em um intervalo de 1,0 a 42,0 μg/ml. Para cada concentração, foram 

efetuadas duas leituras a 291 nm, utilizando água (pH = 10,0) como branco. 



 
 

 

4.2.3.1.3 Curva padrão 

 A partir de uma solução de rabeprazol sódico SQR de concentração           

100 μg/ml, foram retiradas alíquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0  e 4,5 ml, com 

auxílio de bureta, para balões volumétricos de 25 ml. Os volumes foram 

completados com água pH = 10,0, obtendo-se soluções com concentrações de 6,0; 

8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0 e 18,0 μg/ml. As soluções foram preparadas em triplicata 

e foram efetuadas três leituras para cada concentração, a 291 nm. 

 

4.2.3.1.3.1 Cálculos para a curva padrão 

 A curva padrão foi obtida através da construção de um gráfico de 

concentração versus absorvância. A equação da reta foi determinada através do 

estudo de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados. A análise de 

variância (ANOVA) foi realizada para a verificação da linearidade do método. 

 

4.2.3.1.4 Determinação de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos 

 A solução da amostra produto farmacêutico foi preparada colocando-se cinco 

comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sódico, em balão 

volumétrico de 500 ml e adicionando-se 100 ml de água (pH = 10,0). O balão foi 

levado ao banho de ultra-som  por 20 minutos, após, completou-se o volume com o 

mesmo solvente.  A solução foi filtrada em papel filtro e em membrana de nylon de 

0,45 μm de diâmetro de poro. A partir desta solução, foram transferidas alíquotas de 

3,0 ml para  seis balões volumétricos de 25 ml, respectivamente, e completou-se o 

volume com o mesmo solvente. A concentração final das soluções foi de 12 μg/ml. 

 Para rabeprazol sódico SQR, a solução foi obtida por dissolução deste em 

água (pH = 10,0) a fim de obter uma solução de concentração final igual a 12 μg/ml. 

 As seis soluções amostra foram analisadas em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 291 nm, utilizando água (pH = 10,0) como branco.  



 
 

 

A determinação de rabeprazol sódico nos comprimidos foi realizada em três 

dias diferentes, utilizando-se novas soluções a cada dia, a fim de se avaliar a 

precisão intermediária do método. 

 

  4.2.3.1.4.1 Cálculos para a determinação de rabeprazol sódico em 
comprimidos revestidos 

 A determinação da concentração de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos foi realizada pela seguinte equação: 

 

                                              CA = (AA • CSQR ) / ASQR 

 

onde: 

CSQR = Concentração da solução de rabeprazol sódico SQR (μg/ml) 

AA = Absorvância da solução de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos 

ASQR = Absorvância da solução de rabeprazol sódico SQR 

 

 As percentagens de rabeprazol sódico nas amostras de comprimidos 

revestidos (CA%) foram calculadas pela equação: 

 

                                               CA% = (CA • 100) / CT 

 

onde:  



 
 

 

 CA = concentração da solução de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos (μg/ml) 

 CT = concentração teórica da solução de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos  (μg/ml). 

 

4.2.3.1.5 Teste de recuperação 

 Para obtenção das soluções teste, denominadas R1, R2 e R3, preparou-se 

uma solução de rabeprazol sódico SQR, em água (pH = 10,0), na concentração de 

25,0 μg/ml e uma solução de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos, na 

concentração de 100,0 μg/ml. O preparo das soluções teste está esquematizado na 

Tabela 4.6. 

Tabela 4.6 – Preparo das soluções para o teste de recuperação utilizando o método 
de espectrofotometria ultravioleta a 291 nm. 

 Volume de solução de 
rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos 
 100,0  μg/ml* (ml) 

Volume de solução de 
rabeprazol sódico 

SQR 25,0 μg/ml* (ml) 
Concentração 
final (μg/ml) 

R1 3,0 2,0 14,0 

R2 3,0 4,0 16,0 

R3 3,0 6,0 18,0 

* Alíquotas adicionadas em balões volumétricos de 25 ml. 

 As soluções R1, R2 e R3 foram preparadas em triplicata. Soluções de 

rabeprazol sódico SQR e produto farmacêutico também foram preparadas na 

concentração de 12 μg/ml para realização do ensaio.  Para todas as soluções foram 

realizadas três determinações. 

 

4.2.3.1.5.1 Cálculo para o teste de recuperação 

 As percentagens de recuperação de rabeprazol sódico SQR foram calculadas 

através da seguinte equação (AOAC, 1990): 



 
 

 

 

                                       R% = [(CB - CA) / CP] • 100 

onde: 

 CB = concentração da solução contendo rabeprazol sódico SQR e rabeprazol 

sódico em comprimidos revestidos determinada pelo método (μg/ml) 

 

 CA = concentração da solução de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos determinada pelo método (μg/ml) 

 

 CP = concentração da solução de rabeprazol sódico SQR adicionada (μg/ml) 

 

4.2.3.1.6 Determinação dos limites de detecção e quantificação 

 O limite de detecção (LD) para o rabeprazol sódico foi estabelecido a partir 

dos dados de desvio padrão do intercepto (s) e inclinação média ( l ), obtidos a partir 

das três curvas padrão, conforme a equação abaixo (ICH, 1996a): 

 

                                                   LD = (3,3 • s) / I 

 

O limite de quantificação (LQ) para o rabeprazol sódico foi estabelecido com 

base nos mesmos dados descritos acima, conforme a seguinte equação (ICH, 

1996a): 

 

                                         LQ = (10 • s) / l 

 

 

 



 
 

 

4.2.3.1.7 Resultados 

A Figura 4.13 apresenta a comparação dos espectros de absorção da solução 

de rabeprazol sódico SQR e da solução placebo, em água (pH = 10,0), entre 200 e 

400 nm. 

 

Figura 4.13 – Sobreposição dos espectros de absorção obtidos por 
espectrofotometria ultravioleta para as soluções de rabeprazol sódico SQR (A) e de 
placebo (B) preparadas em água (pH = 10,0) na concentração de 12,0 μg/ml. 

 

 Os valores de absorvância obtidos, bem como os valores de absorvência  

(100 - T%), utilizados para a construção da curva de Ringbom, estão descritos na 

Tabela 4.7. 

 

 

 

 

 

 

A 

B 



 
 

 

Tabela 4.7 – Valores de absorvância obtidos através do método espectrofotométrico 
em 291 nm e, valores calculados de absorvência utilizados para a construção da 
curva de Ringbom de rabeprazol sódico. 

 Concentração (μg/ml) * Absorvância Absorvência (100 –T%)

1 1,0 0,047 10,26 
2 2,0 0,089 18,53 
3 3,0 0,130 25,87 
4 4,0 0,174 33,01 
5 5,0 0,218 39,40 
6 6,0 0,259 44,85 
7 7,0 0,301 49,94 
8 8,0 0,342 54,45 
9 9,0 0,385 58,74 
10 10,0 0,428 62,59 
11 12,0 0,513 69,31 
12 14,0 0,589 74,18 
13 16,0 0,681 79,15 
14 18,0 0,765 82,80 
15 20,0 0846 85,74 
16 22,0 0,933 88,32 
17 24,0 1,007 90,16 
18 26,0 1,112 92,27 
19 28,0 1,192 93,56 
20 30,0 1,284 94,80 
21 32,0 1,338 95,41 
22 34,0 1,417 96,17 
23 36,0 1,503 96,85 
24 38,0 1,580 97,37 
25 40,0 1,750 98,22 
26 42,0 1,737 98,16 

* cada valor é média de duas determinações 

 

A representação gráfica da curva de Ringbom para o rabeprazol sódico está 

representada na Figura 4.14.  A faixa de concentração de 6,0 μg/ml a 18,0 μg/ml 

pode ser considerada a faixa linear para esta curva, sendo utilizada para a 

construção da curva padrão de rabeprazol. 
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Figura 4.14 – Representação gráfica da curva de Ringbom obtida a partir da análise 
das soluções de rabeprazol sódico SQR preparadas em água (pH = 10,0), na faixa 
de concentração de 1,0 a 42,0 μg/ml, por espectrofotometria na região do ultravioleta 
em 291 nm. 

 

Os valores de absorvância obtidos para cada concentração analisada da 

curva padrão estão apresentados na Tabela 4.8. 

 A Figura 4.15 ilustra a representação gráfica da curva padrão, bem como a 

equação da reta e o coeficiente de correlação obtidos através do método. 

 A Tabela 4.9 apresenta os valores da ANOVA realizada para avaliação da 

linearidade do método. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

Tabela 4.8 – Valores de absorvância obtidos no desenvolvimento da curva padrão 
de rabeprazol sódico por espectrofotometria na região do ultravioleta no 
comprimento de onda de 291 nm. 

Concentração 
(μg/ml) Absorvância* Absorvância média ± e.p.m. DPR 

 0,251   

6,0 0,252 0,252 ± 0,0003 0,23 

 0,252   

 0,336   

8,0 0,339 0,338 ± 0,001 0,51 

 0,339   

 0,421   

10,0 0,422 0,421 ± 0,0003 0,14 

 0,421   

 0,504   

12,0 0,503 0,504 ± 0,0009 0,30 

 0,506   

 0,586   

14,0 0,584 0,586 ± 0,001 0,43 

 0,589   

 0,689   

16,0 0,666 0,682 ± 0,0073 1,88 

 0,668   

 0,749   

18,0 0,752 0,752 ± 0,002 0,47 

 0,756   

* cada valor  é média de três determinações 

e.p.m.  – erro padrão da média 

DPR – desvio padrão relativo  
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Figura 4.15 – Representação gráfica da curva padrão de rabeprazol sódico obtida 
por espectrofotometria ultravioleta, a 291 nm. 
 
 

Tabela 4.9 – Análise de variância das absorvâncias determinadas para a obtenção 
da curva padrão de rabeprazol sódico através da espectrofotometria no ultravioleta, 
a 291 nm.  

Fontes de variação GL Soma dos 
quadrados 

Variância F 

ENTRE 6 0,594809 0,09913 2080,68* 

- regressão linear 1 0,594455 0,594455 12477,27*

- desvio de linearidade 5 0,000354 0,0000708 1,49 

RESÍDUO 14 0,000667 0,000047643  

TOTAL 20 0,595476   

* significativo para p< 0,05. 

 

Os resultados obtidos na determinação de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos através da espectrofotometria no ultravioleta estão na Tabela 4.10. 

  

 

 



 
 

 

Tabela 4.10 – Valores experimentais obtidos na determinação de rabeprazol sódico 
em comprimidos revestidos por espectrofotometria no ultravioleta, a 291 nm  

Teor (%)* Amostra 
1º Dia  2º Dia  3º Dia  

Interdias DPR 

1 102,40 101,42 102,27   

2 102,40 101,35 102,94   

3 102,33 101,29 102,74   

4 102,14 101,35 103,14 102,26 0,82 

5 102,14 101,42 103,74   

6 102,53 101,10 103,94   

Média 102,32 101,32 103,13   

DPR 0,15 0,12 0,61   

* cada valor é média de três determinações 

 

 

As percentagens de recuperação obtidas a partir do teste de recuperação de 

rabeprazol sódico SQR estão apresentadas na Tabela 4.11. 

 

Tabela 4.11 – Resultados referentes ao teste de recuperação por espectrofotometria 
ultravioleta, a 291 nm. 

 Concentração 
 Adicionada (μg/ml) Recuperada (μg/ml)*

Recuperação 
(%) 

Média 
(%) 

R1 2,0 1,99 99,50  

R2 4,0 4,01 100,25 99,65 

R3 6,0 5,95 99,17  

* cada valor é média de três determinações 

 



 
 

 

 Os valores obtidos para a determinação dos limites de detecção e de 

quantificação de rabeprazol sódico, através da espectrofotometria ultravioleta, no 

comprimento de onda de 291 nm, foram 0,32 μg/ml e 0,95 μg/ml, respectivamente. 

 

4.2.3.1.8 Discussão 
 

A espectrofotometria na região do ultravioleta é uma técnica de fácil execução 

e custo reduzido. Pode ser utilizada, com boa precisão, para a análise quantitativa 

de fármacos presentes em formulações farmacêuticas, desde que não sofra 

interferência dos excipientes (WATSON, 1999). 

 Para o desenvolvimento deste método, foram traçados os espectros da 

solução de rabeprazol sódico SQR e de solução placebo, em diferentes solventes, a 

fim de selecionar o comprimento de onda mais adequado, bem como verificar a 

eventual interferência dos excipientes nos comprimentos de onda de máxima 

absorção, os quais seriam utilizados no doseamento. 

O solvente selecionado para o preparo das amostras foi a água, com pH 

ajustado para 10,0, pois, além da facilidade de trabalho e alta solubilidade do 

fármaco neste solvente, o custo e a geração de resíduos são reduzidos. A 

necessidade de ajuste do pH deve-se à instabilidade de rabeprazol sódico em 

condições ácidas, o que poderia prejudicar a análise. 

 O preparo das amostras utilizando comprimidos inteiros e não o pó obtido por 

trituração destes, seguiu o procedimento adotado por SOUZA (1995) para o fármaco 

pefloxacino. Este fato deve-se à dificuldade de trituração e homogeneização do 

revestimento dos comprimidos, o qual, ficando íntegro, gerou grande variabilidade 

nas tomadas de amostra e, conseqüentemente, falta de precisão ao método, 

conforme os testes preliminares realizados. 

 O espectro de absorção de rabeprazol sódico em solução aquosa, traçado na 

faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm, forneceu um comprimento de onda 

de máxima absorção em 291 nm, utilizado para o doseamento. 

 O teste de especificidade demonstrou haver uma pequena absorção por parte 

dos excipientes no comprimento de onda de trabalho, 291 nm. Porém, após a 



 
 

 

filtração da solução placebo em membrana de nylon de 0,45 μm a interferência 

desapareceu, sendo possível executar a determinação do fármaco de forma 

específica. Sendo assim, o procedimento de filtração em membrana das amostras 

de rabeprazol sódico em comprimido revestido foi adotado para a validação. 

 

Os dados obtidos da curva de Ringbom determinaram a seleção dos valores 

da porção retilínea para avaliação da linearidade. A faixa de concentração 

selecionada foi de 6,0 μg/ml a 18,0 μg/ml. 

 A construção do gráfico de concentração versus absorvância permitiu a 

observação de uma correlação linear entre esses dois fatores. Através do estudo de 

regressão linear, obteve-se a equação de reta y = 0,042 x + 0,0008, com coeficiente 

de correlação (r) de 0,9997. Para comprovação da linearidade do método, efetuou-

se a ANOVA, a qual demonstrou haver regressão linear significativa e ausência de 

desvio da linearidade. 

 A precisão do método foi avaliada através da determinação das amostras de 

produto farmacêutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisão 

intermediária). Os resultados demonstraram que o método apresenta boa precisão, 

pois, tanto no mesmo dia quanto em dias diferentes, os DPR são baixos. O teor 

médio de rabeprazol sódico nos comprimidos revestidos foi de 102,26% nos três 

dias de análise. 

 

A exatidão do método foi estudada através do teste de recuperação de 

rabeprazol sódico SQR. A recuperação média foi de 99,65%, considerada 

satisfatória e demonstra que o método proposto é exato. 

 Os limites de detecção e quantificação de rabeprazol sódico calculados foram 

reduzidos (LD= 0,32 μg/ml e LQ = 0,95 μg/ml), indicando que este método é sensível 

para a determinação deste fármaco. 

 Considerando os resultados de todos os parâmetros analíticos avaliados, 

pode-se afirmar que o método espectrofotométrico na região do ultravioleta foi 

validado para a determinação de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos. 

 



 
 

 

 

 4.2.3.2 Espectrofotometria ultravioleta derivada (GARCIA et al., 2006a) 
 

Para a validação deste método, utilizou-se água pH=10,0 (ajustado com 

hidróxido de amônio-GRUPO QUÍMICA) como solvente e o espectrofotômetro citado 

no item 4.2.2.2.  

As leituras foram efetuadas utilizando o método zero-pico para a derivada de 

1ª ordem, no comprimento de onda de 304 nm, com o assentamento de ordenada 

(N) de 5 e Δλ = 4,0 nm. 

 Os seguintes parâmetros analíticos foram avaliados visando à validação do 

método de espectrofotometria ultravioleta derivada: especificidade, linearidade, 

precisão, exatidão e limites de detecção e de quantificação. 

 

4.2.3.2.1 Avaliação da especificidade 

Para análise da especificidade, foram preparadas soluções de rabeprazol 

sódico SQR e de placebo, em água (pH 10,0), na concentração de 12,0 μg/ml. 

A solução placebo era composta dos mesmos excipientes e quantidades, 

descritos no item 4.2.3.1.1, que foram pesados e transferidos para balão volumétrico 

de 250 ml. Este foi levado ao banho de ultra-som com água (pH 10,0) por 20 

minutos e a suspensão resultante foi filtrada em filtro de papel.  

 Foram traçados os espectros de 1ª, 2ª, 3ª e 4ª ordens, utilizando água (pH 

10,0) como branco. 

 

4.2.3.2.2 Curva padrão 

A curva padrão foi obtida a partir de uma solução de rabeprazol sódico SQR, 

de concentração 100 μg/ml, da qual foram retiradas alíquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 

3,5; 4,0  e 4,5 ml para balões volumétricos de 25 ml, com auxílio de bureta. Os 

volumes foram completados com água pH 10,0, obtendo-se soluções com 



 
 

 

concentrações de 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0 e 18,0 μg/ml. As soluções foram 

preparadas em triplicata e efetuadas três determinações para cada concentração.  

 

4.2.3.2.2.1 Cálculos para a curva padrão 

 A curva padrão foi obtida com a construção de um gráfico de concentração 

versus absorvância. A equação da reta foi determinada através do estudo de 

regressão linear pelo método dos mínimos quadrados. A análise de variância 

(ANOVA) foi realizada para a verificação da linearidade do método. 

 

4.2.3.2.3 Determinação de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos 

A solução da amostra produto farmacêutico foi preparada colocando-se cinco 

comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sódico, em balão 

volumétrico de 500 ml e adicionando-se 100 ml de água (pH = 10,0). O balão foi 

levado ao banho de ultra-som por 20 minutos e após, completou-se o volume com o 

mesmo solvente. A amostra foi filtrada em filtro de papel e, a partir dela, foram 

transferidas alíquotas de 3,0 ml para seis balões volumétricos de 25 ml, 

respectivamente, completando-se o volume com água (pH 10,0). A concentração 

final das soluções foi de 12,0 μg/ml. 

 Para rabeprazol sódico SQR, a solução foi obtida por dissolução deste em 

água (pH = 10,0) a fim de obter uma solução de concentração final igual                   

a 12,0 μg/ml. 

 A determinação de rabeprazol sódico nos comprimidos foi realizada em três 

dias diferentes a fim de se avaliar a precisão intermediária do método. Os cálculos 

foram realizados utilizando-se as equações descritas no item 4.2.3.1.4.1. 

 



 
 

 

4.2.3.2.4 Teste de recuperação 

Para obtenção das soluções teste, denominadas R1, R2 e R3, foram 

preparadas soluções de rabeprazol sódico SQR na concentração de 25 μg/ml  e de 

rabeprazol sódico produto farmacêutico na concentração de 100 μg/ml.  

O preparo das soluções teste foi realizado em triplicata, utilizando água (pH 

10,0) como solvente, segundo o esquema representado na Tabela 4.12. 

Tabela 4.12 – Preparo das soluções para o teste de recuperação utilizando o 
método de espectrofotometria ultravioleta derivada de 1ª ordem. 

 Volume de solução de 
rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos 
 100  μg/ml* (ml) 

Volume de solução de 
rabeprazol sódico 
SQR 25 μg/ml* (ml) 

Concentração 
final (μg/ml) 

R1 3,0 2,0 14,0 

R2 3,0 4,0 16,0 

R3 3,0 6,0 18,0 

* Alíquotas adicionadas em balões volumétricos de 25 ml. 

 Para execução do ensaio, foram preparadas soluções de rabeprazol sódico 

SQR e produto farmacêutico na concentração final de 12,0 μg/ml, em água (pH 

10,0), conforme descrito no item 4.2.3.2.3. Os cálculos foram realizados de acordo 

com as equações descritas no item 4.2.3.1.5.1. 

4.2.3.2.5 Determinação dos limites de detecção e quantificação 

 Os limites de detecção e quantificação para o método de espectrofotometria 

ultravioleta derivada de 1ª ordem foram determinados com base nos dados de 

desvio padrão do intercepto (s) e inclinação média ( l ), obtidos a partir das três 

curvas padrão. Foram utilizadas as mesmas equações descritas no item 4.2.3.1.6 

(ICH, 1996a). 

4.2.3.2.6 Resultados 

 A Figura 4.16 apresenta a sobreposição dos espectros da solução de 

rabeprazol sódico SQR e da solução placebo, obtidos por espectrofotometria 



 
 

 

ultravioleta derivada de 1ª ordem, com assentamento de ordenadas (N) 5 e faixa de 

comprimento de onda de 200 a 400 nm.  

           

Figura 4.16 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sódico SQR (A) e de solução 
placebo (B) obtidos por espectrofotometria ultravioleta derivada de 1ª ordem, N = 5. 

  

O comprimento de onda selecionado para efetuar as leituras foi  304 nm. 

 As demais ordens da espectrofotometria ultravioleta derivada não resultaram 

em um perfil espectral adequado para a determinação de rabeprazol sódico. 

Os valores de absorvância obtidos para cada concentração analisada da 

curva padrão estão na Tabela 4.13. 
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Tabela 4.13 – Valores de absorvância obtidos no desenvolvimento da curva padrão 
por espectrofotometria na região do ultravioleta derivada de 1ª ordem. 

Concentração 
(μg/ml) Absorvância* Absorvância média ± e.p.m DPR 

 0,063   

6,0 0,063 0,063 ± 0,00 0,00 

 0,063   

 0,084   

8,0 0,085 0,085 ± 0,0003 0,68 

 0,085   

 0,108   

10,0 0,105 0,106 ± 0,001 1,63 

 0,105   

 0,126   

12,0 0,126 0,126 ± 0,00 0,00 

 0,126   

 0,147   

14,0 0,146 0,146 ± 0,0003 0,39 

 0,146   

 0,166   

16,0 0,168 0,167 ± 0,0006 0,60 

 0,167   

 0,188   

18,0 0,186 0,187 ± 0,0007 0,62 

 0,186   

* cada valor  é média de três determinações 

e.p.m. = erro padrão da média 

DPR = desvio padrão relativo 

 

A representação gráfica da curva padrão, bem como a equação da reta e o 

coeficiente de correlação obtidos através do método estão indicados na Figura 4.17. 

 A Tabela 4.14 apresenta os valores encontrados na ANOVA para avaliação 

da linearidade. 
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Figura 4.17 – Representação gráfica da curva padrão de rabeprazol sódico obtida 
por espectrofotometria ultravioleta derivada de 1ª ordem, N = 5. 

 

Tabela 4.14 – Análise de variância das absorvâncias determinadas para a curva 
padrão de rabeprazol sódico através da espectrofotometria ultravioleta derivada de 
1ª ordem. 

Fontes de variação GL Soma dos 
quadrados 

Variância F 

ENTRE 6 0,0355543 0,005925717 3500,13* 

- regressão linear 1 0,03553436 0,03553436 20988,99*

- desvio de linearidade 5 0,00000864 0,000001728 1,02 

RESÍDUO 14 0,0000237 0,000001693  

TOTAL 20 0,0355667   

* significativo para p< 0,05. 

 

Os valores experimentais obtidos na determinação de rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos através do método proposto estão na Tabela 4.15. 

 
 



 
 

 

 
Tabela 4.15 – Valores experimentais obtidos na determinação de rabeprazol sódico 
em comprimidos revestidos por espectrofotometria ultravioleta derivada de 1ª ordem. 
 

Teor (%)* Amostra 
Dia 1 Dia 2 Dia 3 

Interdias DPR 

1 100,25 98,02 99,74   

2 101,01 98,02 100,00   

3 100,75 98,51 100,00   

4 100,50 98,76 100,00 99,53 1,00 

5 99,50 98,27 100,00   

6 100,25 98,02 100,00   

Média 100,38 98,27 99,96   

DPR 0,52 0,32 0,11   

* cada valor é média de três determinações 

 

As percentagens de recuperação obtidas a partir do teste de recuperação de 

rabeprazol sódico SQR estão apresentadas na Tabela 4.16. 

 

Tabela 4.16 – Resultados experimentais referentes ao teste de recuperação de 
rabeprazol sódico por espectrofotometria ultravioleta derivada de 1ª ordem. 

 Concentração 
 Adicionada (μg/ml) Recuperada (μg/ml)*

Recuperação 
(%) 

Média 
(%) 

R1 2,0 1,97 98,71  

R2 4,0 3,95 98,75 99,15 

R3 6,0 6,00 100,00  

* cada valor é média de três determinações 

 



 
 

 

Os valores calculados para os limites de detecção e de quantificação, através 

do método proposto, foram 0,055 μg/ml e 0,168 μg/ml, respectivamente. 

 

4.2.3.2.7 Discussão 

 A espectrofotometria derivada vem tendo grande aplicação na análise de 

fármacos desde a década de 70. Nos últimos anos, esta aplicação pode ser 

comprovada pela observação, na literatura, de um número crescente de trabalhos 

que utilizam este método (KARPINSKA, 2004; OJEDA e ROJAS, 2004). 

 A aplicação desta técnica proporciona um perfil característico do espectro, 

onde mudanças sutis de inclinação e curvatura se tornam mais evidentes, facilitando 

a caracterização de um composto e eliminando a deformação da curva causada pela 

presença de substâncias estranhas. Desta maneira, pode-se individualizar melhor os 

constituintes de misturas complexas e eliminar a interferência de excipientes e de 

produtos de degradação (HACKMANN et al., 1991). 

 A pesquisa bibliográfica revelou alguns trabalhos aplicando a 

espectrofotometria derivada para quantificação de fármacos inibidores da bomba de 

prótons, como omeprazol, lansoprazol e pantoprazol, os quais foram estudados a fim 

de selecionar as melhores condições de análise (CASTRO et al., 1999; ÖZALTÍN, 

1999; KARLJIKOVIC-RAJIC et al., 2003). 

 Os espectros de soluções de rabeprazol sódico SQR e de placebo foram 

traçados nas diferentes ordens de derivada (1ª a 4ª) e assentamentos de ordenadas 

(1 a 9), buscando as condições de ausência de interferentes e valor máximo de 

absorção, sem perdas na definição do espectro.  

 Após esta avaliação, foram fixados os seguintes parâmetros: derivada de 1ª 

ordem, assentamento de ordenadas (N) de 5, comprimento de onda de 304 nm e   

Δλ = 4,0. O valor de delta lâmbda (Δλ) representa o incremento constante utilizado 

para traçar a curva derivada de um espectro de absorção (HACKMANN et al., 1991) 

e foi estabelecido automaticamente pelo equipamento. 



 
 

 

 A análise da especificidade demonstrou não haver necessidade de filtração 

da solução de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos com membrana de 

nylon, como ocorreu na espectrofotometria ultravioleta em 291 nm, pois os 

excipientes não absorvem no comprimento de onda selecionado para a 

determinação (304 nm). Uma das vantagens desta técnica é a possibilidade de 

realizar as análises sem pré-tratamentos especiais para a amostra, tornando-a mais 

rápida (TALSKY, 1994).  

 Diferentes métodos de leitura podem ser empregados para a determinação, 

incluindo zero-pico, pico-pico e tangente (HACKMANN et al., 1991; TALSKY, 1994). 

Neste trabalho, foi empregado o método de leitura zero-pico, pois este é o método 

disponibilizado pelo equipamento. 

 Para avaliação da linearidade do método, foi construída uma curva padrão na 

faixa de concentração de 6,0 a 18,0 μg/ml. Foram desenvolvidas três curvas no 

mesmo dia.  Observou-se uma correlação linear entre a concentração de rabeprazol 

sódico SQR e as absorvâncias obtidas.  O estudo de regressão linear pelo método 

dos mínimos quadrados forneceu a equação de reta y = 0,0103 x + 0,0022, com um 

coeficiente de correlação de 0,9997. Os resultados de ANOVA demonstraram haver 

regressão linear significativa e ausência de desvio de linearidade. 

 A precisão do método foi avaliada através da determinação das amostras de 

produto farmacêutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisão 

intermediária). Os resultados revelam valores de desvio padrão relativo reduzidos, 

indicando que o método apresenta boa precisão. O teor médio de rabeprazol sódico 

nos comprimidos revestidos foi de 99,53% (DPR = 1,00) nos três dias de análise. 

Karpinska (2004) comenta que esta técnica pode apresentar baixa reprodutibilidade, 

devido a fatores instrumentais, porém, este problema não foi observado durante o 

estudo. 

 A exatidão do método foi estudada através do teste de recuperação de 

rabeprazol sódico SQR. O valor de recuperação média de 99,15% (DPR = 0,74) é 

satisfatório e demonstra que o método proposto é exato. 



 
 

 

 A sensibilidade do método foi demonstrada pelos baixos valores calculados 

para os limites de detecção e de quantificação de rabeprazol sódico (LD = 0,055 

μg/ml e LQ = 0,168 μg/ml). 

 A partir da avaliação dos resultados obtidos para os parâmetros analíticos 

estudados, considera-se o método de espectrofotometria ultravioleta derivada de 1ª 

ordem validado para a determinação de rabeprazol sódico. 

 

4.2.3.3 Cromatografia líquida de alta eficiência (GARCIA et al., 2004) 

 O procedimento para a análise cromatográfica foi descrito no item 4.2.2.3 e as 

condições analíticas empregadas estão na Tabela 4.3. 

 A validação do método por cromatografia líquida de alta eficiência foi efetuada 

através da avaliação dos seguintes parâmetros analíticos: especificidade, 

linearidade, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, limites de 

detecção e de quantificação e robustez. 

 

 4.2.3.3.1 Teste de especificidade 

 Para o teste de especificidade, foram preparadas soluções de rabeprazol 

sódico SQR e comprimidos revestidos, na concentração de 40,0 μg/ml, conforme 

descrito a seguir no item 4.2.3.3.3. Da mesma forma, preparou-se uma solução 

placebo contendo os excipientes presentes na formulação nas mesmas quantidades 

descritas no item 4.2.3.1.1, em uma concentração teórica de 40,0 μg/ml. 

 As soluções de produto farmacêutico e de placebo foram filtradas em papel 

filtro e todas as soluções foram filtradas em membrana de nylon de 0,45 μm de 

diâmetro de poro. 



 
 

 

Os cromatogramas obtidos a partir das soluções foram comparados, 

verificando a possível interferência dos excipientes na determinação. 

4.2.3.3.2 Curva Padrão 

 Para construção da curva padrão, preparou-se, em acetonitrila, uma solução 

de rabeprazol sódico SQR na concentração de 125 μg/ml. A partir desta solução, 

alíquotas de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 ml foram transferidas para balões 

volumétricos de 25 ml, através de bureta. Os volumes foram completados com 

acetonitrila, obtendo-se soluções com concentrações de 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 

60,0 e 70,0 μg/ml.  Para cada concentração de análise, foram preparadas soluções 

em triplicata, sendo efetuadas três determinações por solução. 

 

4.2.3.3.2.1 Cálculos para a curva padrão 

 A curva padrão foi obtida através da construção de um gráfico de 

concentração versus área absoluta. A equação da reta foi determinada através do 

estudo de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados e a ANOVA foi 

realizada para verificação da linearidade do método. 

 

4.2.3.3.3 Determinação de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos 

A solução da amostra produto farmacêutico foi preparada colocando-se cinco 

comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sódico cada, em balão 

volumétrico de 200 ml e adicionando-se 20,0 ml de água (pH = 10,0). O balão foi 

levado ao banho de ultra-som, por 20 minutos e após, completou-se o volume com 

acetonitrila. A solução foi filtrada em filtro de papel e, a partir dela, foram transferidas 

alíquotas de 4,0 ml para seis balões volumétricos de 25 ml, respectivamente, 

completando-se o volume com acetonitrila. A soluções foram filtradas em membrana 

de nylon de 0,45 µm e a concentração final foi de  40,0 μg/ml. 

 Para rabeprazol sódico SQR, a solução foi obtida por dissolução deste em 

acetonitrila, a fim de obter uma solução de concentração final igual a 40,0 μg/ml. 



 
 

 

A determinação de rabeprazol sódico nos comprimidos foi realizada em três 

dias diferentes a fim de se avaliar a precisão intermediária do método. Os cálculos 

foram realizados utilizando-se as equações descritas no item 4.2.3.1.4.1. 

 

4.2.3.3.4 Teste de recuperação 

 Para realização do teste de recuperação, foram preparadas soluções de 

rabeprazol sódico SQR e de produto farmacêutico, como descrito no item 4.2.3.3.3, 

nas concentrações de 100,0 e 250,0 μg/ml, respectivamente. 

 A partir destas soluções, foram obtidas as soluções teste, R1, R2 e R3, e as 

soluções de rabeprazol sódico SQR, denominada P, e de comprimidos revestidos, 

denominada A, utilizadas no ensaio. A forma de preparo está esquematizada na 

Tabela 4.17. As alíquotas foram transferidas com auxílio de bureta. 

Tabela 4.17 – Preparo das soluções para o teste de recuperação utilizando o 
método de CLAE 

 Volume da solução de 
rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos  
250,0 μg/ml* (ml) 

Volume da solução de 
rabeprazol sódico 

SQR 100 μg/ml* (ml) 

Concentração 
final (μg/ml) 

A 4,0 - 40,0 

R1 4,0 2,5 50,0 

R2 4,0 5,0 60,0 

R3 4,0 7,5 70,0 

P - 10,0 40,0 

* alíquotas adicionadas em balões volumétricos de 25 ml 

 

 As soluções teste foram preparadas em triplicata. Para todas as soluções 

foram feitas três determinações. Os cálculos das quantidades recuperadas foram 

feitos de acordo com as equações do item 4.2.3.1.5.1. 

 



 
 

 

4.2.3.3.5 Determinação dos limites de detecção e quantificação 

 Os limites de detecção e quantificação para o método por cromatografia 

líquida de alta eficiência foram determinados com base nos dados de desvio padrão 

do intercepto (s) e inclinação média ( l ), obtidos a partir das três curvas padrão. 

Foram utilizadas as mesmas equações descritas no item 4.2.3.1.6 (ICH, 1996a). 

 

4.2.3.3.6 Avaliação da robustez 

 A robustez do método foi avaliada através da observação do perfil 

cromatográfico após alterações na fase móvel, como proporção dos componentes e 

pH. 

 O preparo das soluções de rabeprazol sódico SQR e comprimidos revestidos 

foi realizado como descrito no item 4.2.3.3.3. 

 A fase móvel foi preparada como descrito no item 4.2.2.3, porém na avaliação 

da influência de seu pH foi realizada a mudança de pH 6,0 para 6,8, utilizando 

hidróxido de amônio. Para avaliação da proporção dos componentes, realizou-se a 

mistura de acetonitrila e água nas proporções 33:67 (v/v) e 37:63 (v/v), mantendo o 

pH 6,0. 

 

4.2.3.3.7 Resultados 

Os valores das áreas absolutas referentes às concentrações analisadas na 

curva padrão estão descritos na Tabela 4.18.  

 

 

 

 

 



 
 

 

Tabela 4.18 – Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrão 
de rabeprazol sódico por cromatografia líquida de alta eficiência. 

Concentração 
(μg/ml) Áreas absolutas* Área média ± e.p.m DPR 

 350301,00   

10,0 350376,00 347790,6 ± 2548,00 1,27 

 342694,67   

 695566,33   

20,0 694645,67 697795,4 ± 2702,54 0,67 

 703174,33   

 1053935,67   

30,0 1068942,30 1067842,0 ± 7730,78 1,25 

 1080648,00   

 1462041,33   

40,0 1481510,67 1465897,0 ± 8133,22 0,96 

 1454139,33   

 1848147,33   

50,0 1827166,67 1838908,0 ± 6184,42 0,58 

 1841409,67   

 2226275,33   

60,0 2268443,67 2233965,0 ± 18099,45 1,40 

 2207176,33   

 2632195,67   

70,0 2624664,33 2619062,0 ± 9616,65 0,64 

 2600327,00   

* cada valor  é média de três determinações 

e.p.m. = erro padrão da média 
DPR = desvio padrão relativo 
 

 A Figura 4.18 mostra a representação gráfica da curva padrão obtida através 

do método, bem como a equação da reta e o coeficiente de correlação (r ). 



 
 

 

Os valores encontrados na ANOVA para avaliação da linearidade do método 

estão indicados na Tabela 4.19. 

            

y = 38061x - 55137
r = 0,9998

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

0 20 40 60 80

Concentração (μg/mL)

Á
re

a 
(m

V.
s)

 
Figura 4.18 – Representação gráfica da curva padrão de rabeprazol sódico obtida 
por cromatografia líquida de alta eficiência. 

 

Tabela 4.19 – ANOVA das áreas absolutas determinadas para a obtenção da curva 
padrão de rabeprazol sódico através de cromatografia líquida de alta eficiência. 

Fontes de variação GL Soma dos 
quadrados 

Variância F 

ENTRE 6 1,181 × 1013 1,9683 × 1012 75,50* 

- regressão linear 1 1,1806 × 1013 1,1806 × 1013 452,83* 

- desvio de linearidade 5 3400171417,28 680034283,46 0,026 

RESÍDUO 14 3,65 × 1011 26071428571,4  

TOTAL 20 1,2175 × 1013   

* significativo para p< 0,05. 

 
 
 

Os valores experimentais obtidos na determinação de rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos por cromatografia líquida de alta eficiência, em três dias, 

estão apresentados na Tabela 4.20.  



 
 

 

Tabela 4.20 – Valores experimentais obtidos na determinação de rabeprazol sódico 
em comprimidos revestidos por cromatografia líquida de alta eficiência em três dias. 

Teor (%)* Amostra 
1º Dia  2º Dia 3º Dia  

Interdias DPR 

1 103,53 103,19 103,90   

2 104,94 103,67 103,00   

3 104,45 103,83 107,61   

4 103,54 103,53 105,34 104,06 1,03 

5 103,29 104,10 104,08   

6 103,23 103,85 103,16   

Média 103,83 103,69 104,68   

DPR 0,67 0,30 1,54   

* cada valor é média de três determinações 

 

As percentagens de recuperação obtidas a partir do teste de recuperação de 

rabeprazol sódico SQR estão apresentadas na Tabela 4.21.  

 

Tabela 4.21 – Resultados experimentais referentes ao teste de recuperação de 
rabeprazol sódico por cromatografia líquida de alta eficiência. 

 Concentração 
 Adicionada (μg/ml) Recuperada (μg/ml)*

Recuperação 
(%) 

Média 
(%) 

R1 10,0 10,19 101,90  

R2 20,0 20,26 101,30 101,61 

R3 30,0 30,49 101,63  

* cada valor é média de três determinações 

 



 
 

 

 Os cromatogramas obtidos na análise das soluções de rabeprazol sódico 

SQR e de solução placebo podem ser visualizados na Figura 4.19. 

 
Figura 4.19 – Cromatogramas obtidos através da análise por cromatografia líquida 
de alta eficiência das soluções de rabeprazol sódico SQR (A) e de solução placebo 
(B), na concentração de 40 μg/ml. Condições cromatográficas: coluna Hypersil 
Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, 
v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 

 

 Os valores obtidos para a determinação dos limites de detecção e de 

quantificação para o rabeprazol sódico, através do método proposto, foram 0,80 

μg/ml e 2,43 μg/ml, respectivamente.  

 Os valores encontrados para os parâmetros cromatográficos número de 

pratos teóricos (N), assimetria e fator capacidade (k’), bem como os tempos de 

retenção obtidos para o rabeprazol sódico através de pequenas alterações nas 

condições cromatográficas estabelecidas, estão na Tabela 4.22. 
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Tabela 4.22 – Avaliação da robustez do método por cromatografia líquida de alta 
eficiência através da observação dos parâmetros cromatográficos número de pratos 
teóricos (N), assimetria e fator capacidade, alterando pH da fase móvel, proporção 
dos componentes da fase móvel e equipamento. 

Alteração Tempo de 
retenção (min) N Assimetria k’ 

Fase móvel pH = 6,8 7,52 3425 0,89 5,80 

Fase móvel 
acetonitrila:água 

(33:67 v/v) pH = 6,0 
8,91 3600 0,94 7,03 

Fase móvel 
acetonitrila:água 

(37:63 v/v) pH = 6,0 
6,46 3350 0,90 4,75 

 

A Figura 4.20 demonstra os cromatogramas obtidos na avaliação da robustez 

do método cromatográfico. 

 

       

Figura 4.20 - Cromatogramas de solução de rabeprazol sódico em comprimidos 
revestidos obtidos na avaliação da robustez. (A) Fase móvel acetonitrila-água 37:63 
(v/v) pH 6,0, (B) fase móvel acetonitrila-água (35:65) pH 6,8; (C) fase móvel 
acetonitrila-água 33:67 (v/v) pH 6,0. 
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4.2.3.3.8 Discussão  

A cromatografia líquida de alta eficiência é o método mais comumente 

utilizado na análise farmacêutica. A combinação desta técnica com diferentes 

detectores fornece um método preciso e exato para análise quantitativa dos 

produtos farmacêuticos (WATSON, 1999). 

 Como citado anteriormente, diferentes composições de fase móvel foram 

testadas durante o desenvolvimento do método até que fosse escolhida a mistura de 

acetonitrila e água, na proporção 35:65 (v/v). Da mesma forma, foram testados 

diferentes solventes para a amostra, uma vez que foi constatada a degradação do 

rabeprazol sódico em água após, aproximadamente, 5 horas. Considerando que 

alguns dias de análise, como a realização da curva padrão, podem durar mais de 8 

horas desde o preparo das soluções até a injeção de todas as amostras, buscou-se 

um solvente que mantivesse o fármaco estável durante toda a análise. Neste 

sentido, foram testadas misturas contendo água com dibutilamina (pH = 7,0) e 

acetonitrila pura. Os resultados obtidos demonstraram que a acetonitila era 

adequada, pois a solução resultante possuía pH aproximadamente 11,0, mantendo o 

fármaco estável por, pelo menos, 15 horas. 

 Tendo em vista a necessidade de utilização dos comprimidos de rabeprazol 

sódico inteiros no preparo das amostras, como já mencionado, foi padronizada a 

utilização de pequena quantidade de água com pH ajustado para 10,0 

(aproximadamente 10% do volume), a fim de promover a desintegração dos 

comprimidos, que possuem revestimento gastrorresistente.  

 O tempo de retenção observado para o rabeprazol sódico foi de 

aproximadamente 7,5 minutos, adequado para análise de rotina. 

 A linearidade do método foi avaliada através da construção de uma curva 

padrão, na faixa de concentração de 10,0 a 70,0 μg/ml.  Foram desenvolvidas três 

curvas no mesmo dia, sendo evidenciada uma correlação linear entre as áreas 

médias obtidas e a concentração de rabeprazol sódico SQR.  O estudo de regressão 

linear pelo método dos  mínimos quadrados forneceu uma equação de reta y = 

38061 x – 55137, com um coeficiente de correlação (r) de 0,9998. Os resultados da 



 
 

 

ANOVA demonstraram haver regressão linear significativa e ausência de desvio da 

linearidade, o que confirma a linearidade do método. 

 A precisão do método foi avaliada através da determinação das amostras de 

produto farmacêutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisão 

intermediária). Os resultados obtidos indicaram um teor médio de 104,06% (DPR = 

1,03) nos três dias de análise. O baixo valor de desvio padrão relativo observado 

nas análises caracteriza o método como preciso. 

O teste de recuperação foi realizado para avaliação da exatidão do método 

proposto. A percentagem de recuperação média foi de 101,61%, demonstrando que 

o método é exato para a análise de rabeprazol sódico. 

A avaliação da especificidade demonstrou não haver interferência dos 

excipientes presentes na formulação na determinação de rabeprazol sódico, visto 

que não foi observado nenhum pico com tempo de retenção semelhante ao do 

fármaco. Desta forma, pode-se afirmar que o método é específico para análise de 

rabeprazol sódico. 

Os valores encontrados para os limites de detecção (LD = 0,80 µg/ml) e de 

quantificação (LQ = 2,43 µg/ml) de rabeprazol sódico demonstram que o método 

apresenta boa sensibilidade, uma vez que esses valores são baixos. 

A avaliação da robustez do método cromatográfico, realizada através de 

pequenas modificações nas condições cromatográficas, indicou que o método 

proposto é robusto, pois não houve alterações significativas no perfil dos 

cromatogramas, com exceção dos tempos de retenção, que variaram de 6,46 a 8,91 

minutos. Os demais parâmetros cromatográficos mostraram-se satisfatórios e 

próximos aos originais.  

Com base na avaliação dos resultados obtidos, é possível afirmar que o 

método por cromatografia líquida de alta eficiência foi validado de maneira 

satisfatória para determinação de rabeprazol sódico. 

 

 



 
 

 

4.2.3.4 Eletroforese Capilar (EC) (GARCIA et al., 2005) 

Os procedimentos necessários para a análise estão descritos no item 4.2.2.4. 

As condições eletroforéticas empregadas estão na Tabela 4.4. 

 Os parâmetros analíticos avaliados para a validação do método por 

eletroforese capilar foram: especificidade, linearidade, precisão (repetibilidade e 

precisão intermediária), exatidão, e limites de detecção e de quantificação. 

 

 4.2.3.4.1 Teste de especificidade 

 Para o teste de especificidade, foram preparadas soluções de rabeprazol 

sódico SQR e comprimidos revestidos, na concentração de 20,0 μg/ml, conforme 

descrito a seguir no item 4.2.3.4.3. Da mesma forma, preparou-se uma solução 

placebo contendo os excipientes presentes na formulação nas mesmas quantidades 

descritas no item 4.2.3.1.1, em uma concentração teórica de 20,0 μg/ml. 

 As soluções de produto farmacêutico e de placebo foram filtradas em papel 

filtro e todas as soluções foram filtradas em membrana de nylon de 0,45 μm de 

diâmetro de poro. 

Os eletroferogramas obtidos a partir das soluções foram comparados, 

verificando a possível interferência dos excipientes na análise. 

 
4.2.3.4.2 Curva Padrão 

 A obtenção da curva padrão foi realizada partindo-se de solução de 

rabeprazol sódico SQR na concentração de 100,0 μg/ml preparada em água pH 

10,0. Alíquotas de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; e 8,0 ml foram transferidas para balões 

volumétricos de 20 ml e os volumes completos com o mesmo solvente, obtendo-se 

soluções com concentrações de 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 μg/ml.  Para cada 

concentração de análise, foram preparadas soluções em triplicata, sendo efetuadas 

três determinações por solução. 

 



 
 

 

  4.2.3.4.2.1 Cálculos para a curva padrão 

 A curva padrão foi traçada através da construção de um gráfico de 

concentração versus área absoluta. A equação da reta foi determinada através do 

estudo de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados e a ANOVA foi 

realizada para verificação da linearidade do método. 

 

4.2.3.4.3 Determinação de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos 

A solução da amostra produto farmacêutico foi preparada colocando-se cinco 

comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sódico cada, em balão 

volumétrico de 250 ml e adicionando-se 30,0 ml de água (pH = 10,0). O balão foi 

levado ao banho de ultra-som por 20 minutos e após, completou-se o volume com o 

mesmo solvente. A solução foi filtrada em papel filtro e, a partir dela, foram 

transferidas alíquotas de 2,0 ml para seis balões volumétricos de 20 ml, 

respectivamente, completando-se o volume com água pH 10,0. A concentração final 

das soluções foi de 20,0 μg/ml. 

 A solução de rabeprazol sódico SQR foi obtida por dissolução deste em água 

pH 10,0, obtendo-se uma solução de concentração final igual a 20,0 μg/ml. 

A determinação de rabeprazol sódico nos comprimidos foi realizada em três 

dias diferentes a fim de se avaliar a precisão intermediária do método. 

A determinação da concentração e dos teores de fármaco presente nos 

comprimidos foi realizada conforme as equações descritas anteriormente no item 

4.2.3.1.4.1. 

 

4.2.3.4.4 Teste de recuperação 

 Para realização do teste de recuperação, foram preparadas soluções de 

rabeprazol sódico SQR e de produto farmacêutico, como descrito no item 4.2.3.4.3, 

nas concentrações de 100,0 μg/ml, respectivamente. 



 
 

 

 A partir destas soluções, foram obtidas as soluções teste, R1, R2 e R3, e as 

soluções de rabeprazol sódico SQR, denominada P e de comprimidos revestidos, 

denominada A, utilizadas no ensaio. A forma de preparo está esquematizada na 

Tabela 4.23. As alíquotas foram transferidas com auxílio de bureta. 

 

Tabela 4.23 – Preparo das soluções para o teste de recuperação de rabeprazol 
sódico utilizando o método de eletroforese capilar 

 Volume da solução de 
rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos  
100,0 μg/ml* (ml) 

Volume da solução de 
rabeprazol sódico 

SQR 100 μg/ml* (ml) 

Concentração 
final (μg/ml) 

A 2,0 - 10,0 

R1 2,0 2,0 20,0 

R2 2,0 4,0 30,0 

R3 2,0 6,0 40,0 

P - 2,0 10,0 

* alíquotas adicionadas em balões volumétricos de 20 ml 

 

 As soluções teste foram preparadas em triplicata. Para todas as soluções 

foram feitas três determinações. 

As percentagens de recuperação de rabeprazol sódico SQR foram calculadas 

através da equação descrita anteriormente no item 4.2.3.1.5.1 (AOAC, 1990). 

 

4.2.3.4.5 Determinação dos limites de detecção e quantificação 

 Os limites de detecção e quantificação para o método de eletroforese capilar 

foram determinados com base nos dados de desvio padrão do intercepto (s) e 

inclinação média ( l ), obtidos a partir das três curvas padrão. Foram utilizadas as 

mesmas equações  descritas no item 4.2.3.1.6 (ICH, 1996a). 

 



 
 

 

4.2.3.4.6 Resultados 

Os valores das áreas absolutas referentes às concentrações analisadas na 

curva padrão estão descritos na Tabela 4.24.  

 A Figura 4.21 ilustra a representação gráfica da curva padrão obtida através 

do método, bem como a equação da reta e o coeficiente de correlação (r ). 

 Os valores encontrados na ANOVA para avaliação da linearidade do método 

estão indicados na Tabela 4.25. 

 

Tabela 4.24 – Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrão 
de rabeprazol sódico por eletroforese capilar. 

Concentração 
(μg/ml) Áreas absolutas* Área média ± e.p.m. DPR 

 6,28   

5,0 6,27 6,35 ± 0,078 2,0 

 6,51   

 11,88   

10,0 11,44 11,68 ± 0,130 1,92 

 11,74   

 22,59   

20,0 23,01 22,98 ± 0,220 1,65 

 23,35   

 32,55   

30,0 33,15 33,04 ± 0,257 1,34 

 33,42   

 45,34   

40,0 45,65 44,99 ± 0,506 0,48 

 44,00   

* cada valor  é média de três determinações 

e.p.m. = erro padrão da média 

DPR = desvio padrão relativo 
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Figura 4.21 – Representação gráfica da curva padrão de rabeprazol sódico obtida 
por eletroforese capilar. 
 

Tabela 4.25 – ANOVA das áreas absolutas determinadas para a obtenção da curva 
padrão de rabeprazol sódico através de eletroforese capilar. 

Fontes de variação GL Soma dos 
quadrados 

Variância F 

ENTRE 4 2959,38 739,84 3134,91* 

- regressão linear 1 2957,54 2957,54 12531,94*

- desvio de linearidade 3 1,839 0,613 2,59 

RESÍDUO 10 2,362 0,236  

TOTAL 14 2961,75   

* significativo para p< 0,05. 

 

Os valores experimentais obtidos na determinação de rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos por eletroforese capilar, em três dias, estão apresentados na 

Tabela 4.26.  

 

 



 
 

 

Tabela 4.26 – Valores experimentais obtidos na determinação de rabeprazol sódico 
em comprimidos revestidos por eletroforese capilar. 

Teor (%)* 
Amostra 

1º Dia 2º Dia 3º Dia 
Interdias DPR 

1 99,30 102,13 100,90   

2 101,20 101,38 98,79   

3 103,17 100,36 101,37   

4 102,02 98,27 100,86 101,06 1,69 

5 99,10 99,29 104,52   

6 103,68 101,56 101,20   

Média 101,41 100,49 101,27   

DPR 1,89 1,47 1,82   

* cada valor é média de três determinações 

 

As percentagens de recuperação obtidas a partir do teste de recuperação de 

rabeprazol sódico SQR estão apresentadas na Tabela 4.27.  

 

Tabela 4.27 – Resultados experimentais referentes ao teste de recuperação por 
eletroforese capilar 

 Concentração 
 Adicionada (μg/ml) Recuperada (μg/ml)*

Recuperação 
(%) 

Média 
(%) 

R1 10,0 10,59 105,86  

R2 20,0 20,80 104,01 103,12 

R3 30,0 29,83 99,46  

* cada valor é média de três determinações 

 

Os eletroferogramas obtidos na análise das soluções de rabeprazol sódico 

SQR e de solução placebo estão representados na Figura 4.22. 
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Figura 4.22 – Eletroferogramas obtidos através da análise por eletroforese capilar 
das soluções de rabeprazol sódico SQR (A) e de solução placebo (B), na 
concentração de 20 μg/ml. Condições eletroforéticas: capilar de sílica fundida de    
48 cm; tampão tetraborato de sódio 10 mM como eletrólito de corrida; tensão de 
20kV em rampa; detecção UV  a 291 nm; temperatura de análise 25 ºC. 

  

 Os valores obtidos para os limites de detecção e de quantificação para o 

rabeprazol sódico, através do método proposto, foram 1,29 μg/ml e 3,91 μg/ml, 

respectivamente. 

 

4.2.3.4.7 Discussão 

 Durante o desenvolvimento do método, dois parâmetros principais foram 

avaliados: concentração do eletrólito e diluente para a amostra. A importância da 

avaliação da concentração do eletrólito já foi discutida anteriormente no item 

4.2.2.4.1, sobre a análise qualitativa. O diluente da amostra também deve ser 

selecionado com cuidado, pois influencia diretamente na estabilidade do composto. 

Foram testados água (pH ajustado para 10,0 com hidróxido de amônio), tampão 

borato de sódio 10 mM e 15 mM. As últimas não foram satisfatórias, uma vez que 

resultaram em linha de base irregular  e pico assimétrico. O trabalho de ÖRNSKOV 

A
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e colaboradores (2003) descreve algumas estratégias para a determinação de 

compostos instáveis, como rabeprazol, por eletroforese capilar. Segundo os autores, 

compostos lábeis devem ser dissolvidos em um meio estabilizante a fim de 

minimizar sua degradação no vial durante a análise. Sendo assim, foi necessário o 

ajuste de pH da água para 10,0, pois o rabeprazol é instável em meio ácido ou 

neutro, o que poderia prejudicar a análise. 

 A etapa de pré-condicionamento do capilar, realizada no início de todas as 

corridas eletroforéticas, é necessária a fim de estabilizar o capilar e evitar a adsorção 

da amostra em seu interior. Além disso, torna o tempo de migração mais reprodutível 

(ALTRIA, 1996). 

A linearidade do método foi avaliada através da construção de uma curva 

padrão, na faixa de concentração de 5,0 a 40,0 μg/ml.  Foram desenvolvidas três 

curvas no mesmo dia, sendo evidenciada uma correlação linear entre as áreas 

médias obtidas e a concentração de rabeprazol sódico SQR. O estudo de regressão 

linear pelo método dos mínimos quadrados forneceu uma equação de reta y = 1,096 

x + 0,786, com um coeficiente de correlação (r) de 0,9993. Os resultados da ANOVA 

demonstraram haver regressão linear significativa e ausência de desvio da 

linearidade, o que confirma a linearidade do método. 

 A precisão do método foi avaliada através da determinação das amostras de 

produto farmacêutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisão 

intermediária). Os resultados obtidos indicaram um teor médio de 101,06% (DPR = 

1,69), em três dias de análise. Os valores de desvio padrão relativo observados nas 

análises estão abaixo de 2,0, o que caracteriza o método como preciso. 

O teste de recuperação, realizado para avaliação da exatidão do método 

proposto, apresentou recuperação média de 101,61%, demonstrando que o método 

é exato para a análise de rabeprazol sódico. 

A avaliação da especificidade demonstrou não haver interferência dos 

excipientes presentes na formulação na determinação de rabeprazol sódico, visto 

que não foi observado nenhum pico com tempo de migração igual ao do rabeprazol 

sódico. Desta forma, pode-se afirmar que o método é específico para análise do 

fármaco. 



 
 

 

Os baixos valores encontrados para os limites de detecção (1,29 µg/ml) e de 

quantificação (3,91 µg/ml) de rabeprazol sódico demonstram que o método 

apresenta boa sensibilidade. 

Considerando os resultados obtidos na análise dos parâmetros de validação, 

o método proposto foi satisfatoriamente validado. 

 

4.2.4 Teste de dissolução dos comprimidos revestidos (GARCIA et al., 

2006b) 

A avaliação das quantidades de rabeprazol sódico dissolvidas no meio de 

dissolução foi realizada através da técnica por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), utilizando as condições descritas no item 4.2.3.3. A única 

alteração realizada foi no diluente das amostras que, para esta finalidade, foi 

acetonitrila-tampão borato pH 9,0 (50:50 v/v). 

As amostras de produto farmacêutico utilizadas no desenvolvimento e na 

validação do teste de dissolução foram os comprimidos revestidos contendo 20 mg 

de fármaco. 

O teste foi realizado em aparelho dissolutor Sotax modelo AT7 contendo 6 

cubas. 

 As condições empregadas no teste de dissolução estão descritas na Tabela 

4.28. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 
Tabela 4.28 – Condições empregadas no teste de dissolução de comprimidos de 
rabeprazol sódico. 
Característica Descrição 

Aparato pá 

Velocidade de agitação 75 rpm 

Meio de dissolução  

              - etapa ácida HCl 0,1 M – 2 horas 

              - etapa básica tampão borato  pH 9,0 – 1 hora 

Volume de meio 900 ml (para as duas etapas) 

Modo de desaeração banho de ultra-som – 15 minutos 

Tempos de coleta 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos 

Temperatura 37 ± 0,5 °C 

 

 As soluções  tampão testadas para o desenvolvimento foram preparadas de 

acordo com a USP 28 (2005). 

 Os parâmetros avaliados para a validação do teste de dissolução foram: 

estabilidade, especificidade, linearidade, precisão e exatidão.  

 

4.2.4.1 Determinação das condições sink 

 As condições sink para rabeprazol sódico foram determinadas em tampão 

fosfato de potássio pH 6,8, tampão fosfato de potássio pH 7,5 e tampão borato pH 

9,0, utilizando  quantidades de fármaco equivalentes a 3 vezes a dose presente na 

forma farmacêutica em 900 ml de meio de dissolução. 

4.2.4.2 Avaliação da estabilidade nos meios 

 A estabilidade de rabeprazol sódico nos meios de dissolução foi avaliada 

preparando-se soluções a partir dos comprimidos em 3 meios de dissolução: tampão 



 
 

 

fosfato de potássio pH 6,8, tampão fosfato de potássio pH 7,5 e tampão borato pH 

9,0 (1 comprimido para cada meio). Essas soluções foram mantidas em temperatura 

ambiente (25 ± 1 ºC) e monitoradas por 2 horas através de CLAE. 

 As soluções preparadas em tampão borato pH 9,0 e diluídas em acetonitrila 

para análise por CLAE, foram monitoradas por 11 horas. 

 

4.2.4.3 Avaliação da especificidade 

 Para avaliação da especificidade do teste, uma mistura placebo contendo os 

excipientes presentes na formulação em suas concentrações usuais, foi preparada e 

quantidades equivalentes a um comprimido foram transferidas para cubas contendo 

900 ml de meio de dissolução. A agitação do meio foi promovida por 2 horas a 150 

rpm, utilizando o aparato pá e temperatura de 37 ± 0,5 °C. Alíquotas desta solução 

foram filtradas e analisadas por CLAE e espectrofotometria UV.  

 

 

4.2.4.4 Curva Padrão 
 
 Para construção da curva padrão, preparou-se uma solução de rabeprazol 

sódico SQR na concentração de 100 μg/ml utilizando a mistura de acetonitrila-

tampão borato pH 9,0 (50:50 v/v) como diluente. A partir desta solução, alíquotas 

foram transferidas para balões volumétricos de 25 ml, obtendo-se soluções com 

concentrações de 1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 10,0 e 20,0 μg/ml ao completar o volume com o 

diluente.  Para cada concentração de análise, foram preparadas soluções em 

triplicata, sendo efetuadas três determinações por solução. 

 

4.2.4.4.1 Cálculos para a curva padrão 

 A curva padrão foi obtida através da construção de um gráfico de 

concentração versus área absoluta. A equação da reta foi determinada através do 

estudo de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados e a ANOVA foi 

realizada para verificação da linearidade do método. 



 
 

 

4.2.4.5 Precisão 

A repetibilidade foi avaliada pela análise dos valores de desvio padrão relativo 

(DPR) dos dados obtidos da curva padrão. A precisão intermediária foi analisada 

através dos resultados obtidos na dissolução em dias diferentes, com analistas 

diferentes, utilizando um lote com uniformidade de conteúdo avaliada.  

 

4.2.4.6 Exatidão 

 Conforme a guia do ICH (1996a), a exatidão foi inferida a partir dos dados de 

linearidade, especificidade e precisão. 

 

 4.2.4.7 Quantidade dissolvida na etapa ácida 

 A fim de determinar a quantidade de rabeprazol sódico dissolvida nesta 

etapa, os comprimidos foram removidos após duas horas e seu doseamento foi 

realizado através de CLAE. 

 

 4.2.4.8 Determinação do perfil de dissolução 

 Após duas horas em meio ácido, os comprimidos foram transferidos para o 

meio básico, nas condições descritas na Tabela 4.33. Conforme os tempos de 

coleta, alíquotas de 10 ml eram retiradas e volumes iguais de meio de dissolução 

eram repostos a fim de manter o mesmo volume total. As amostras foram filtradas 

usando membranas de nylon com 0,45 μm, diluídas em acetonitrila a concentração 

de 11,0 µg/ml e analisadas por CLAE. 

 

4.2.4.9 Resultados 

A avaliação das condições sink para rabeprazol sódico demonstrou que o 

fármaco era solúvel em tampão fosfato pH 6,8, em tampão fosfato pH 7,5 e em 



 
 

 

tampão borato pH 9,0. Entretanto, a solução em pH 6,8 tornou-se amarela em 

poucos minutos, enquanto que em pH 7,5 tornou-se esverdeada dentro de uma 

hora, indicando a baixa estabilidade do fármaco nestes meios.  

A Figura 4.23 apresenta o gráfico de decaimento de rabeprazol sódico nas 

duas primeiras horas de avaliação de sua estabilidade nos meios de dissolução. 

Observa-se que em pH 6,8, o fármaco degrada em torno de 30% na primeira hora, 

enquanto que em pH 7,5 a degradação é de 13,4% no mesmo período. Em pH 9,0, o 

fármaco demonstrou ser mais estável.  
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Figura 4.23 - Perfil de decaimento de rabeprazol sódico nas duas primeiras 

horas de avaliação de sua estabilidade nos meios de dissolução: (♦) Tampão 
fosfato pH 6,8; (g) Tampão fosfato pH 7,5; (▲) Tampão borato pH 9,0. 

 

A avaliação da estabilidade das soluções coletadas do teste de dissolução e 

diluídas em acetonitrila para doseamento, por 11 horas, está representada na Figura 

4.24.  
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Figura 4.24 - Perfil de decaimento de rabeprazol sódico na mistura 
tampão borato pH 9,0 e acetonitrila (50:50 v/v) por CLAE. 

 

 O cromatograma e o espectro UV referentes à avaliação da especificidade 

estão representados nas Figuras 4.25 e 4.26, respectivamente.  

 

 

 
      Figura 4.25 -  Cromatograma da amostra placebo, em tampão borato pH = 9,0.   
 

 



 
 

 

 
 

         

            Figura 4.26 – Espectro UV da solução placebo, em tampão borato pH = 9,0. 

  

Os valores das áreas absolutas referentes às concentrações analisadas na 

curva padrão para o teste de dissolução estão descritos na Tabela 4.29.  
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Tabela 4.29 – Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrão 
por CLAE para o teste de dissolução de comprimidos de rabeprazol sódico. 

Concentração 
(μg/ml) Áreas absolutas* Área média ± e.p.m. DPR 

 40095,67   

1,0 39295,00 40221,39 ± 574,59 2,47 

 41273,50   

 79893,33   

2,0 79810,67 80406,67 ± 555,18 1,19 

 81516,00   

 163618,00   

4,0 163931,67 163654,89 ± 150,29 0,15 

 163415,00   

 203197,67   

5,0 204834,33 205290,11 ± 1358,89 1,14 

 207838,33   

 408648,00   

10,0 415960,33 413409 ± 2382,54 0,99 

 415618,67   

 828286,00   

20,0 833369,33 831815,33 ± 1768,85 0,37 

 833790,67   

* cada valor  é média de três determinações 

e.p.m. = erro padrão da média   

DPR = desvio padrão relativo 

 

A Figura 4.27 ilustra a representação gráfica da curva padrão obtida através 

do método, bem como a equação da reta e o coeficiente de correlação (r ). 

 Os valores encontrados na ANOVA para avaliação da linearidade estão 

indicados na Tabela 4.30. 
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Figura 4.27 - Representação gráfica da curva padrão por CLAE para o teste de 
dissolução comprimidos de rabeprazol sódico. 

 
Tabela 4.30 – ANOVA das áreas absolutas determinadas para a obtenção da curva 
padrão do teste de dissolução por CLAE para comprimidos de rabeprazol sódico. 

Fontes de variação GL Soma dos 
quadrados 

Variância F 

ENTRE 5 1,3147 × 1012 2,6294 × 1011 46486,42* 

- regressão linear 1 1,3147 × 1012 1,3147 × 1012 232430,49*

- desvio de linearidade 4 9201936,65 2300484,16 0,406 

RESÍDUO 12 67877369,03 5656447,42  

TOTAL 17 1,3148 × 1012   

* significativo para p< 0,05. 

 

A avaliação da repetibilidade do método demonstrou que os valores de DPR 

para os dados da curva padrão estão entre 0,15 e 2,47, considerados baixos (Tabela 

4.29). Da mesma forma, os valores de DPR para percentagens de dissolução, em 

dias diferentes, com analistas diferentes, estavam abaixo de 5% para valores acima 

de 85% de dissolução (DPR = 0,96; 0,35 e 0,18 para os tempos 30, 45 e 60 minutos, 

respectivamente).  



 
 

 

 O teor residual médio de rabeprazol encontrado nos comprimidos da etapa 

ácida foi de 98,05%, com DPR = 1,18. O resultado indica que o revestimento oferece 

boa proteção à integridade da formulação em meio ácido. 

 As quantidades de rabeprazol, dissolvidas em cada tempo de coleta, e os 

valores de DPR estão listados na Tabela 4.31. 

Tabela 4.31 - Quantidade de rabeprazol sódico dissolvida no teste de dissolução (n 
= 12), usando tampão borato pH 9,0 como meio e velocidade de 75 rpm (pás). 

Tempo (minutos) % fármaco dissolvida DPR 

0 0 0 

5 0 0 

10 2,14 68,10 

15 15,01 25,98 

30 98,65 3,27 

45 101,26 1,00 

60 99,21 0,66 
 

 O perfil de dissolução obtido está representado na Figura 4.28.  

       

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (min)

%
 d

e 
fá

rm
ac

o 
di

ss
ol

vi
da

       
.Figura 4.28 - Perfil de dissolução de comprimidos revestidos de rabeprazol sódico  
(n = 12) usando tampão borato pH 9,0 como meio e velocidade de 75 rpm (pás). 



 
 

 

 
4.2.4.10 Discussão 

 O teste de dissolução é apontado como uma importante ferramenta para a 

caracterização de um produto na área farmacêutica. O mesmo fornece informações 

úteis tanto na pesquisa e desenvolvimento como na produção e controle de 

qualidade de formas farmacêuticas (MARQUES e BROWN, 2002). Além de 

demonstrar a equivalência lote-a-lote, o teste é uma exigência para o registro de 

novos produtos e um parâmetro essencial a ser avaliado em um protocolo de 

controle de qualidade (ANSEL et al., 1999; FURLANETTO et al., 2003; FROST, 

2004). 

 Apesar de não ter sido encontrada a classificação de rabeprazol no Sistema 

de Classificação Biofarmacêutico, pode-se inferir que o fármaco seja Classe III, visto 

que apresenta uma alta solubilidade e biodisponibilidade de 52%. Neste caso, a 

análise poderia ter sido realizada em apenas um ponto (FDA, 1997). Entretanto, 

como não havia dados sobre o teste de dissolução para os comprimidos contendo 

rabeprazol, optou-se por realizar o perfil de dissolução, a fim de conhecer as 

informações geradas a partir do teste desenvolvido.   

Para o desenvolvimento do teste de dissolução, é necessário considerar a 

solubilidade do fármaco no meio de dissolução, bem como sua estabilidade no 

mesmo. Considerando que os meios de dissolução usuais para comprimidos de 

liberação modificada são tampão fosfato pH 6,8 e tampão fosfato pH 7,5, estes 

meios foram testados, juntamente com um de pH mais alto, tampão borato pH 9,0.  

Apesar de rabeprazol ter demonstrado ser solúvel nos três meios, aqueles com pH  

6,8 e 7,5 parecem não manter a estabilidade do fármaco, enquanto que em pH 9,0, 

a degradação é mínima. Mesmo tratando-se de um valor de pH não-fisiológico, esta 

condição foi necessária a fim de não haver a degradação do fármaco durante o 

teste. De acordo com MARQUES e BROWN (2002), a faixa aceitável para a 

estabilidade da solução é de 98 a 102%.  

O trabalho de FARINHA e colaboradores (2000) descreve o estudo da  

dissolução para o fármaco omeprazol, no qual também foi necessário trabalhar com 

pH elevado (8,0), a fim de manter a estabilidade da substância durante o teste. 



 
 

 

O teste de estabilidade das soluções coletadas do meio pH 9,0 e diluídas em 

acetonitrila demonstrou que o fármaco é estável por, pelo menos, 11 horas (Figura 

4.24). 

A análise da especificidade demonstrou que o método por CLAE não sofre a 

interferência dos excipientes da formulação, uma vez que não há outros picos no 

cromatograma, além daquele referente ao tampão. A ferramenta peak purity também 

demonstrou que o pico de rabeprazol está 100% puro. Por outro lado, o método de 

espectrofotometria no ultravioleta não foi específico para esta determinação, pois os 

excipientes absorvem no comprimento de onda de análise (282 nm), mesmo após 

filtração em membrana de 0,45 µm. Este fato pode ser atribuído à dissolução dos 

excipientes no meio por ação da temperatura e da agitação. A aplicação da técnica 

de espectrofotometria UV derivada seria uma alternativa adequada para contornar 

este problema. 

A velocidade de agitação foi selecionada de acordo com faixa recomendada 

para pás (50-75 rpm) (USP, 2004; FDA, 1997). Considerando que os resultados 

obtidos nos testes preliminares com 75 rpm foram satisfatórios, não foram testadas 

outras velocidades. Os filtros também foram avaliados e a membrana de 0,45 µm foi 

escolhida. 

A avaliação da linearidade do método foi realizada através da construção de 

uma curva padrão, na faixa de concentração de 1,0 a 20,0 μg/ml.  Foram 

desenvolvidas três curvas no mesmo dia, sendo evidenciada uma correlação linear 

entre as áreas médias obtidas e a concentração de rabeprazol sódico SQR. O 

estudo de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados forneceu uma 

equação de reta y = 41702,6 x – 2789,07, com coeficiente de correlação (r) de 

0,9999. Os resultados da ANOVA demonstraram haver regressão linear significativa 

e ausência de desvio da linearidade, o que confirma a linearidade do método. 

Através da análise dos baixos valores de DPR, obtidos para os dados da 

curva padrão, e para as percentagens de dissolução obtidas em dias diferentes, foi 

possível observar a repetibilidade e a precisão intermediária do método. 

Tendo em vista os resultados satisfatórios para os parâmetros linearidade, 

especificidade e precisão, a exatidão pôde ser inferida e considerada adequada. 



 
 

 

Outra possibilidade descrita nas guias (ICH, 2005) é a realização do teste de 

recuperação nas cubas. 

Para o teste de dissolução de comprimidos com revestimento 

gastrorresistente, é importante realizar uma etapa inicial ácida, a fim de verificar a 

influência do pH ácido sobre a integridade da formulação. No caso de rabeprazol, a 

quantidade da substância que eventualmente fosse liberada seria rapidamente 

degradada. Assim, foi necessário remover e analisar os comprimidos provenientes 

da etapa ácida, antes de executar o teste completo. Considerando que o teor médio 

encontrado no teste de uniformidade de conteúdo foi de 105,5% (DPR = 1,92), a 

perda na etapa ácida foi de aproximadamente 7,5% (menor que 10%, conforme F. 

Bras. IV ed). Os resultados encontrados indicaram que o revestimento oferece boa 

proteção à substância ativa. 

O perfil de dissolução obtido para os comprimidos contendo rabeprazol sódico 

foi satisfatório. Após 30 minutos, mais de 95% do fármaco estava dissolvido no 

meio. A análise de um ou mais pontos entre os tempos 15 e 30 minutos seria 

interessante, a fim de conhecer melhor o comportamento da formulação e ser mais 

adequado para a comparação entre perfis. Como especificação do teste, pode ser 

sugerida a análise de um ponto, por exemplo, 30 minutos, onde mais de 85% do 

fármaco deverá estar dissolvido. 

Não foi possível realizar a comparação de perfis entre formulações, pois, até 

o momento, existe apenas uma especialidade farmacêutica contendo rabeprazol 

disponível no mercado brasileiro.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 DISCUSSÃO DO CAPÍTULO I 



 
 

 



 
 

 

A validação de metodologia analítica para o rabeprazol sódico em 

comprimidos revestidos foi um dos objetivos gerais do presente trabalho, tendo em 

vista que, no início do desenvolvimento do projeto, não existiam trabalhos sobre a 

determinação quantitativa do fármaco na forma farmacêutica e não há, ainda, 

monografia oficial dessa substância ativa. 

A seleção dos métodos utilizados baseou-se em questões como tempo de 

análise, exatidão, custo, disponibilidade e capacidade de aplicação em estudos de 

estabilidade. Além disso, buscaram-se métodos que fossem usualmente descritos 

em códigos oficiais. 

Os métodos qualitativos utilizados possibilitaram a identificação de rabeprazol 

sódico nas amostras, sendo a cromatografia em camada delgada o mais simples e 

rápido. 

A espectrofotometria na região do ultravioleta é uma técnica bastante utilizada 

devido à sua simples execução e ao baixo custo de reagentes (WATSON, 1999). 

Neste trabalho, foi aplicada para a identificação das amostras e quantificação do 

fármaco, produzindo resultados satisfatórios. Entretanto, a técnica oferece 

problemas de especificidade, como foi comprovado durante o desenvolvimento do 

método e no teste de dissolução dos comprimidos revestidos, o que limita sua 

aplicação em algumas condições sem a realização de um pré-tratamento das 

amostras.  

Uma alternativa para contornar esse problema foi a utilização da 

espectrofotometria ultravioleta derivada, a qual também é de fácil execução, mas 

necessita equipamento adequado. A observação de que a filtração das amostras em 

membrana de 0,45 µm permitia a utilização do método por ultravioleta para o 

doseamento de rabeprazol na formulação, possibilitou, então,  a validação dos dois 

métodos espectrofotométricos. 

A cromatografia líquida de alta eficiência constitui-se um método bastante 

aplicado em razão de sua capacidade de separação e versatilidade. Entretanto, 

necessita de equipamento e reagentes de maior custo. O método validado neste 

trabalho mostrou-se adequado para a identificação e quantificação de rabeprazol 

sódico, inclusive no teste de dissolução (GARCIA et al., 2004; GARCIA et al., 2006).  



 
 

 

O método de eletroforese capilar tem apresentado grande aplicabilidade na 

área farmacêutica, observando-se um crescente número de trabalhos na literatura. 

Trata-se de uma técnica rápida e com baixa utilização de solventes, mas cujo 

equipamento não está acessível a todos os laboratórios de controle de qualidade. 

Nas condições utilizadas neste trabalho, o método foi adequado para a identificação 

e quantificação do fármaco na forma farmacêutica. 

Não existem especificações oficiais para o teor de rabeprazol sódico nos 

comprimidos revestidos. Os limites preconizados pelas farmacopéias para a 

determinação do teor de fármacos em formas farmacêuticas encontram-se na faixa 

de 90,0 a 110,0 % (F. Bras. IV, 1988; USP 29, 2006). Através dos métodos 

estudados, os teores encontrados para as amostras encontram-se entre 99 e 104% 

do valor declarado, dentro dos limites usuais. 

O desenvolvimento do teste de dissolução é uma etapa muito importante, 

considerando que o mesmo é uma ferramenta de avaliação de produtos 

farmacêuticos. Os dados de especificidade e estabilidade são necessários a fim de 

considerar qual será o método de doseamento do fármaco, no meio de dissolução.  

As condições estabelecidas foram adequadas e o perfil obtido considerado 

satisfatório. Entretanto, a análise de mais pontos seria importante, a fim de tornar 

mais favorável a comparação entre perfis. O teste desenvolvido supre uma 

necessidade, visto que não havia método de dissolução descrito na literatura para os 

comprimidos contendo rabeprazol. 

Cabe salientar que para a validação dos métodos propostos neste trabalho, 

houve a necessidade de utilização da substância química de referência, a qual foi 

caracterizada por espectrofotometria no infravermelho e espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear de 1H, 13C e de correlação, dados estes importantes 

para futuros estudos de estabilidade. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO I 



 
 

 



 
 

 

•  A análise por espectrofotometria no infravermelho e por espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio, de carbono, juntamente com 

espectros de correlação, permitiram a caracterização do rabeprazol sódico; 

• Os métodos por cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no 

ultravioleta, cromatografia líquida de alta eficiência e eletroforese capilar são 

adequados para a identificação de rabeprazol sódico em comprimidos 

revestidos; 

• Os métodos por espectrofotometria na região do ultravioleta e ultravioleta 

derivada de 1ª ordem foram validados adequadamente para a determinação 

quantitativa do fármaco, apresentando especificidade, linearidade, precisão e 

exatidão; 

• O método de quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência foi 

validado e mostrou-se linear, preciso, exato, sensível, específico e robusto; 

• O método por eletroforese capilar foi validado para o doseamento de 

rabeprazol sódico na forma farmacêutica, demonstrando ser linear, preciso, 

exato, específico e sensível; 

• O teste de dissolução dos comprimidos revestidos contendo rabeprazol 

sódico foi desenvolvido e validado e o perfil de dissolução obtido foi 

considerado satisfatório. 



 
 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 PUBLICAÇÕES 
 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. CAPÍTULO II 
ESTUDO DA ESTABILIDADE  

 



 
 

 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.1 INTRODUÇÃO 



 
 

 

 
  



 
 

 

Diversas razões podem ser apontadas para a realização de um estudo de 

estabilidade de medicamentos. Entre elas, estão a questão da administração de 

produtos estáveis e seguros ao paciente, a exigência legal de que os medicamentos 

cumpram com suas condições de identidade, potência e pureza até o momento de 

seu uso, e os aspectos econômicos, relacionados à imagem do produto e à 

expectativa de eficácia do paciente frente ao mesmo (NUDELMAN, 1975).  

 A estabilidade de um produto farmacêutico pode ser definida como a 

capacidade de uma formulação, em uma determinada embalagem, de manter suas 

características físicas, químicas, microbiológicas, terapêuticas e toxicológicas. Em 

geral, a perda da estabilidade de um produto afeta sua eficácia, segurança e 

aceitabilidade pelo paciente. A perda da potência é considerada o efeito mais 

importante, sendo 90% do valor rotulado o mínimo aceitável (KOMMANABOYINA e 

RHODES, 1999; VADAS, 2000). 

  Os fatores que podem afetar a estabilidade de um produto incluem a 

estabilidade da(s) substância(s) ativa(s), o potencial de interação entre fármacos e 

excipientes, processo de produção, forma farmacêutica, embalagem, condições 

ambientais durante o armazenamento e o transporte, tempo entre produção e uso 

pelo paciente, além de fatores externos, tais como temperatura, radiações, umidade, 

pressão, solventes, gases atmosféricos, pH e contaminação microbiana 

(NUDELMAN, 1975; KOMMANABOYINA e RHODES, 1999; BRASIL, 2005).  

 Os estudos de estabilidade podem ser divididos em duas etapas: testes 

acelerados e testes confirmatórios (NUDELMAN, 1975; BRASIL, 2005). Os estudos 

acelerados são projetados para acelerar a degradação química ou mudanças físicas 

de um produto farmacêutico em condições forçadas de armazenamento. Este tipo de 

estudo permite determinar quais os principais fatores que afetam a estabilidade do 

produto e qual a magnitude, além de elucidar produtos e rotas de degradação e 

fornecer dados importantes para o desenvolvimento de métodos analíticos a serem 

utilizados nos testes confirmatórios. Para avaliação da concentração do fármaco 

e/ou produtos de degradação formados, diferentes técnicas analíticas podem ser 

empregadas (físico-químicas e microbiológicas) (NUDELMAN, 1975).  



 
 

 

 Os estudos confirmatórios de longa duração são realizados a fim de verificar 

as características físicas, químicas, biológicas e microbiológicas do produto durante 

e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado (BRASIL, 2005). 

 Em relação às reações fotoquímicas, pode-se afirmar que são processos 

complexos, bastante comuns em fármacos, uma vez que a maioria destes apresenta 

máximos de absorção na região de comprimento de onda das fontes normalmente 

usadas, como ultravioleta (NUDELMAN, 1975). Diferentes tipos de reações podem 

ser desencadeadas por ação da luz, como reduções, hidrólises, oxidações, 

isomerizações, alterações de anel, polimerizações e remoção de substituintes 

(TONNESEN, 2001). 

 Os estudos de fotoestabilidade de substâncias podem ser realizados em duas 

etapas: testes de degradação forçada, com o objetivo de avaliar a fotosensibilidade 

do material e seus produtos de degradação, empregando a substância isoladamente 

ou em solução/suspensão, e submetendo-a a condições variadas de exposição; 

testes confirmatórios, que propiciarão informações necessárias sobre a manipulação 

e embalagem do produto (ICH, 1996b; TONNESEN, 1996). 

 As fontes de radiação preconizadas para os estudos de fotoestabilidade 

podem ser: 1) fonte com emissão padrão similar ao D65 (luz do dia externa)/ID65 

(luz do dia indireta), que pode ser obtida com lâmpadas fluorescentes combinadas 

com lâmpadas com emissão UV ou visível, xenônio ou metal-haletos, com filtros que 

permitam emissão ao redor de 320 nm; 2) lâmpada branca fluorescente fria e fonte 

de luz UV fluorescente, que possua uma distribuição espectral de 320 a 400 nm, e 

emissão máxima de energia entre 350 e 370 nm (ICH, 1996b).  

 No presente capítulo serão apresentados os testes preliminares de 

estabilidade de rabeprazol sódico frente aos fatores temperatura, acidez, oxidação e 

luz. Além disso, serão descritos o estudo da cinética de fotodegradação do fármaco 

e os métodos de isolamento e identificação de três produtos de degradação 

formados frente a luz.  

 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.2 PARTE EXPERIMENTAL 
 



 
 

 



 
 

 

5.2.1 Avaliação preliminar da estabilidade de rabeprazol 
 

Amostras de comprimidos revestidos de rabeprazol sódico ou soluções 

obtidas a partir dos mesmos foram submetidas a diferentes fatores de degradação, 

em condições drásticas, a fim de observar quais fatores eram mais relevantes para 

sua degradação. As amostras foram avaliadas por CLAE após cada período de 

exposição, em relação à possível formação de produtos de degradação. Cabe 

salientar que, em alguns testes por cromatografia líquida, foi utilizada uma coluna 

semipreparativa (Hypurity C18, 250 x 10 mm, 5µm - THERMO) acoplada a um 

cromatógrafo a líquido Hewlett-Packard, série 1100, com detector UV e fase móvel 

composta por acetonitrila-água (35:65, v/v), a fim de obter um perfil mais claro e 

otimizar processos de isolamento posteriores. O tempo de retenção de rabeprazol 

nesta coluna e, nas condições utilizadas, variava entre 29 e 32 minutos. 

 As condições cromatográficas por CLAE, empregadas para avaliação da 

degradação, estão descritas na Tabela 4.3 (Capítulo I).  

 

5.2.1.1 Estabilidade térmica  
 
 A estabilidade térmica preliminar foi desenvolvida em estufa (BIOMATIC) 

contendo termômetro para verificação da temperatura interna. 

 As amostras de rabeprazol sódico em comprimidos revestidos (10 mg) foram 

colocadas sobre vidro de relógio no interior da estufa e mantidas em temperatura 

constante de 50 ºC. Os tempos de exposição das amostras foram zero, 1, 2, 3, 4, 5, 

7, 15 e 20 dias.  Outra amostra de comprimidos revestidos foi colocada em estufa 

(BIOMATIC), à temperatura de 80 ºC por 4 dias.  

 Cada amostra era composta por três comprimidos revestidos de rabeprazol 

sódico. 

 O preparo das amostras foi realizado transferindo-se os três comprimidos 

revestidos para balão volumétrico de 200 ml e levando ao banho de ultra-som por 20 

minutos com 20 ml de água (pH = 10,0). Após, completou-se o volume com 

acetonitrila e filtrou-se em papel filtro. A partir desta solução transferiu-se uma 



 
 

 

alíquota de 5,0 ml para balão volumétrico de 25 ml a fim de obter a concentração de 

40,0 μg/ml. Simultaneamente, foi preparada uma solução de rabeprazol sódico SQR, 

em acetonitrila, na mesma concentração da amostra.  

 

5.2.1.1.1 Resultados 

 A percentagem residual de rabeprazol sódico presente nas amostras de 

comprimidos revestidos, armazenadas à temperatura de 50 ºC manteve-se 

aproximadamente constante (104%) até o 20º dia, o que indica que praticamente 

não houve degradação das amostras nas condições estabelecidas. 

 Através dos cromatogramas, foi verificada a ausência de produtos de 

degradação em quantidade. 

O cromatograma ampliado, referente ao 20º dia de armazenamento a 50 ºC, 

está representado na Figura 5.1. 

 
Figura 5.1 – Cromatograma ampliado obtido a partir de rabeprazol sódico em 
comprimidos revestidos armazenados a 50 ºC, durante 20 dias. Condições 
cromatográficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase 
móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; 
temperatura de análise 30 ºC. 
 



 
 

 

 O teor residual de rabeprazol sódico encontrado nos comprimidos 

armazenados em estufa, durante quatro dias, à temperatura de 80 ºC, foi de 74,38%. 

A Figura 5.2 apresenta o cromatograma referente a esta amostra, onde é possível 

observar o início da formação de produtos de degradação. 

 
Figura 5.2 - Cromatograma ampliado obtido a partir de rabeprazol sódico em 
comprimidos revestidos  armazenada a 80 ºC, durante 4 dias. Condições 
cromatográficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase 
móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; 
temperatura de análise 30 ºC. 

 

 

5.2.1.1.2 Discussão 

 A temperatura de 50 ºC foi escolhida para o estudo, pois presumia-se que 

esta poderia acelerar a degradação do fármaco, o qual já havia demonstrado ser 

bastante instável mesmo à temperatura ambiente e, principalmente, em solução 

aquosa. Os tempos de exposição foram selecionados aleatoriamente. 

 O produto farmacêutico não apresentou alteração das características 

organolépticas, como coloração e odor, durante a realização do estudo. 

Os resultados da determinação do teor residual de rabeprazol sódico indicam 

que não houve degradação significativa, mantendo-se em torno de 104% após 20 

dias de exposição. 



 
 

 

 A análise do cromatograma referente ao 20º dia demonstra o início da  

formação de produtos de degradação. Provavelmente, a esta temperatura, as 

reações de degradação são lentas, sendo necessário maior tempo de exposição 

para observação de tais produtos.  

 Em virtude dos resultados obtidos, realizou-se um teste colocando-se uma 

amostra de comprimidos revestidos de rabeprazol sódico à temperatura de 80 ºC, 

por um período de 4 dias. Sob estas condições, houve um decaimento mais 

acentuado do teor de fármaco, chegando a 74,38%. O cromatograma referente a 

esta amostra sugere a presença de alguns produtos de degradação em baixa 

concentração. 

 A avaliação dos resultados indica que o rabeprazol sódico é sensível à 

temperatura, de maneira mais significativa quando esta é elevada ou quando o 

período de exposição é maior. Este fato foi verificado no trabalho de EL-GINDY e 

colaboradores (2003), que demonstrou que o tempo de meia-vida do fármaco, em 

tampão Britton-Robinson pH 7,0, é menor quanto maior a temperatura.  

 

5.2.1.2 Estabilidade em meio ácido 

 Para avaliação da estabilidade preliminar do fármaco em meio ácido, uma 

amostra de comprimido (20 mg) foi transferida para balão volumétrico de 100 ml, 

contendo 10 ml de água pH 10,0, e levada ao banho de ultra-som por 25 minutos. 

Após este período, o volume do balão foi completado com HCl 0,1 M e a solução 

mantida em temperatura ambiente. Alíquotas desta solução foram retiradas em 

intervalos de 15 e 60 minutos, sendo neutralizadas com NaOH 0,1 M até pH próximo 

de 7,0 e diluídas à concentração de 40,0 μg/ml com acetonitrila. As soluções foram 

filtradas em membrana de nylon de 0,45 μm antes da análise cromatográfica. 

 Amostras de comprimidos triturados foram diluídas a 800 µg/ml, em ácido 

clorídrico 0,1 M, 0,05 M e 0,01M, mantidas a temperatura ambiente por 1 hora e 

analisadas por cromatografia líquida, utilizando coluna semipreparativa. 

 



 
 

 

5.2.1.2.1 Resultados 

 A solução aquosa de rabeprazol, na presença do ácido 0,1 M, adquiriu a 

coloração amarelo intenso. Através dos cromatogramas (Figuras 5.3 e 5.4), foi 

possível observar que o fármaco estava totalmente degradado após 15 minutos e 

que após 60 minutos havia a formação de outro produto com tempo de retenção 

próximo a 4 minutos.. O cromatograma desta solução, obtido em coluna 

semipreparativa está representado na Figura 5.5. 

 

 

       
 Figura 5.3 – Cromatograma de rabeprazol em ácido clorídrico 0,1 M por 15 

minutos (40,0 µg/ml). Condições cromatográficas: coluna Hypersil Keystone 
BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); 
fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 

 
 



 
 

 

    
 
Figura 5.4 – Cromatograma de rabeprazol em ácido clorídrico 0,1 M por 60 minutos 
(40,0 µg/ml). Condições cromatográficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 
(250 × 4,6 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; 
detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
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Figura 5.5 – Cromatograma de rabeprazol em meio ácido clorídrico 0,1 M, após 1 
hora de contato (800,0 µg/ml). Condições cromatográficas: coluna semipreparativa 
Hypurity C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 
1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
 



 
 

 

Os cromatogramas referentes à degradação em ácido clorídrico 0,05 e 0,01 M 

estão representados nas Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente. 
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Figura 5.6 – Cromatograma de rabeprazol em meio ácido clorídrico 0,05 M, após  

1 hora de contato (800,0 µg/ml). Condições cromatográficas: coluna semipreparativa 
Hypurity C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 
1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
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Figura 5.7 – Cromatograma de rabeprazol em meio ácido clorídrico 0,01 M, após 1 
hora de contato (800,0 µg/ml). Condições cromatográficas: coluna Hypurity 
semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); 
fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 

 

 

5.2.1.2.2 Discussão 

 A instabilidade de rabeprazol, bem como dos demais inibidores da bomba de 

prótons, em meio ácido é descrita na literatura (HORN e HOWDEN, 2005; QAISI et 

al., 2006). Porém, os dados a respeito de número de produtos formados, além da 

forma sulfenamida, não são exatos.  

 É possível verificar através dos cromatogramas obtidos em coluna analítica 

que, provavelmente, alguns produtos de degradação estejam sobrepostos, sendo 

separados mais adequadamente em coluna semipreparativa.  

Vários testes preliminares foram realizados a fim de otimizar condições de 

isolamento para os produtos de degradação formados em meio ácido. Entretanto, 

observou-se que a degradação não ocorria de forma reprodutível, ou seja, os 

produtos formados não eram sempre os mesmos e as quantidades formadas 

variavam em diferentes dias. Os resultados publicados por EL-GINDY e 

rabeprazol 



 
 

 

colaboradores (2003) mostram que em meio ácido são formados apenas dois 

produtos de degradação, ao contrário dos dados obtidos neste estudo. Isto reforça o 

fato de que as reações que o rabeprazol sofre em meio ácido são mais complexas, o 

que dificulta a etapa de isolamento de produtos de degradação. 

Os resultados obtidos para a degradação em ácido clorídrico, em 

concentrações menores, indicaram que rabeprazol se degrada mais lentamente 

quanto mais diluído for o ácido, mas os produtos formados são os mesmos. 

 

5.2.1.3 Estabilidade oxidativa 

 A solução foi preparada transferindo-se um comprimido de rabeprazol (20 mg) 

para balão volumétrico de 25 ml, contendo água (pH = 10,0), e levando-o ao banho 

de ultra-som por 25 minutos. A solução foi filtrada e alíquotas de 2 ml foram 

transferidas para balões volumétricos de 10 ml. Ao primeiro balão foram adicionados 

8 ml de peróxido de hidrogênio 3%. A amostra foi analisada por CLAE logo após 1 

hora a temperatura ambiente e após 30 minutos de aquecimento em banho-maria. 

 Ao segundo balão, foram adicionados 5 ml de peróxido de hidrogênio 30% e a 

mistura foi mantida à temperatura ambiente por 1 hora. Após o período, completou-

se o volume com acetonitrila e analisou-se por CLAE. 

 

5.2.1.3.1 Resultados 

 Os cromatogramas referentes às amostras degradadas com peróxido de 

hidrogênio 3%, à temperatura ambiente e com aquecimento, e peróxido de 

hidrogênio 30% estão representados nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10, respectivamente. O 

pico com tempo de retenção próximo a 3 minutos refere-se ao estabilizante presente 

no reagente. 



 
 

 

         
Figura 5.8 – Cromatograma ampliado de rabeprazol em peróxido de hidrogênio 3%, 
sem aquecimento, após 1 hora (160,0 µg/ml). Condições cromatográficas: coluna 
Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água 
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 

 
 

       
    Figura 5.9 – Cromatograma ampliado de rabeprazol em peróxido de hidrogênio 
3%, aquecido por 30 minutos (160,0 µg/ml). Condições cromatográficas: coluna 
Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água 
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
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Figura 5.10 – Cromatograma ampliado de rabeprazol em peróxido de hidrogênio 
30%, sem aquecimento, após 1 hora (160,0 µg/ml). Condições cromatográficas: 
coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 × 4,6 mm, 5 μm); fase móvel 
acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura 
de análise 30 ºC. 

 
 

5.2.1.3.2 Discussão  

Os resultados do teste preliminar de estabilidade oxidativa demonstraram que 

rabeprazol degrada-se em torno de 50% em contato com peróxido de hidrogênio 

3%, à temperatura ambiente por 1 hora, enquanto que sob aquecimento por 30 

minutos e em peróxido 30%, é totalmente degradado no mesmo período. É possível 

verificar que a temperatura provoca o aumento da velocidade das reações químicas 

que ocorrem neste sistema. 

Aproximadamente quatro produtos de degradação são formados nas três 

condições estudadas. EL-GINDY e colaboradores (2003) encontraram apenas 2 

produtos de degradação após manter uma solução aquosa de rabeprazol, contendo 

peróxido de hidrogênio 33,3%, por 24 horas à temperatura ambiente. Esta diferença 

pode ser atribuída às diferentes condições de análise aplicadas. 

Um dos prováveis grupamentos da molécula a sofrer oxidação é o sulfóxido, 

passando assim, à forma sulfona. 



 
 

 

5.2.1.4 Estabilidade frente à luz  

5.2.1.4.1 Lâmpada UVC-254 nm 

Este estudo preliminar de fotoestabilidade de rabeprazol foi desenvolvido em 

câmara espelhada contendo lâmpada UVC -254 nm, 15W (45 cm de comprimento - 

PHILIPS), com temperatura não superior a 25 °C. 

As amostras eram compostas por comprimidos intactos, comprimidos 

triturados e soluções aquosas e metanólicas do fármaco, sendo as últimas 

armazenadas em cubetas descartáveis de 10 mm (BRAND) fechadas com auxílio de 

Parafilm® . 

Os tempos de análise foram os seguintes: 

• soluções aquosa e metanólica (800,0 µg/ml): 1 hora 

• comprimidos intactos: 22, 35, 50 dias 

• comprimidos triturados: 3, 10, 35 e 50 dias 

A análise cromatográfica foi realizada em coluna semipreparativa C18, 

possuindo, então, um caráter qualitativo e não quantitativo. As amostras de 

comprimidos intactos e triturados, expostas à luz UVC 254 nm, foram dissolvidas em 

acetonitrila e filtradas em membrana de nylon de 0,45 µm antes da análise. 

 

5.2.1.4.1.1 Resultados 

 Os cromatogramas referentes às amostras em solução aquosa (800,0 µg/ml), 

e metanólica (800,0 µg/ml), obtidas a partir de comprimidos de rabeprazol, expostas 

à radiação UVC, estão representados nas Figuras 5.11 e 5.12, respectivamente. 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.11 – Cromatograma de solução aquosa de rabeprazol sódico (800 µg/ml), 
exposta à luz UVC 254 nm (15W) por 1 hora. Condições cromatográficas: coluna 
Hypurity semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água 
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 

 

        
Figura 5.12 – Cromatograma de solução metanólica de rabeprazol sódico (800 
µg/ml), exposta à luz UVC 254 nm (15W) por 1 hora. Condições cromatográficas: 
coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: 
água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 
30 ºC. 
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Após a exposição à radiação, as soluções tornam-se amareladas. 

A análise dos comprimidos triturados demonstrou que a fotodegradação do 

fármaco na forma sólida é mais lenta, sendo possível observar produtos de 

degradação somente após 10 dias de exposição (Figura 5.13). Para os comprimidos 

intactos, não foi observada degradação significativa após 50 dias de exposição à 

lâmpada UVC (Figura 5.14). 
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Figura 5.13 – Cromatograma ampliado de comprimido triturado de rabeprazol em 
acetonitrila (800 µg/ml), exposto à lâmpada UVC – 254 nm por 10 dias. Condições 
cromatográficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase 
móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; 
temperatura de análise 30 ºC. 
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Figura 5.14 – Cromatograma de comprimido intacto de rabeprazol em acetonitrila 
(800 µg/ml), exposto à lâmpada UVC – 254 nm por 50 dias. Condições 
cromatográficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase 
móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; 
temperatura de análise 30 ºC. 

 
 

5.2.1.4.1.2 Discussão 

 A análise dos cromatogramas obtidos a partir das soluções aquosa e 

metanólica de rabeprazol demonstra a labilidade do fármaco à radiação sob estas 

condições. Vários produtos de degradação são formados em pequena quantidade e 

somente um é majoritário, com tempo de retenção em torno de 19 minutos, 

denominado DP19, o qual é formado em maior quantidade que em meio ácido. 

 De acordo com TONNESEN (2001), formas farmacêuticas como comprimidos 

devem ser trituradas a fim de gerar uma camada fina, com maior área de exposição. 

A degradação do fármaco frente à luz, na forma de comprimido triturado, gerou os 

mesmos produtos de degradação formados nas soluções, porém de forma mais 

lenta. Provavelmente, os excipientes da formulação exerçam algum tipo de proteção 

que impede a passagem da radiação. Este fato fica comprovado quando os 

comprimidos intactos são analisados. Mesmo após 50 dias de exposição à lâmpada 

não há observação de produtos de degradação no cromatograma. Neste tipo de 

rabeprazol 



 
 

 

formulação, as reações acontecem na superfície, não afetando o interior da 

preparação (TONNESEN, 2001). A exposição por um período mais prolongado seria 

necessária, a fim de se obter dados mais conclusivos. Cabe salientar que o material 

de acondicionamento, no qual os comprimidos são comercializados, é um blíster 

aluminizado que impede a passagem da luz, o que sugere a preocupação do 

laboratório produtor em proteger a formulação. 

 

5.2.1.4.2 Lâmpada metal haleto (HPA 400 W) 

 Esta fonte de radiação é uma das indicadas pelo ICH (1996b), e apresenta 

grande semelhança à luz solar, com emissão uniforme entre 350-550 nm  (MOORE, 

1996). 

 As amostras expostas à lâmpada foram soluções metanólicas e aquosas  

(800 µg/ml) de rabeprazol sódico, armazenadas em cubetas de quartzo de 10 mm, 

fechadas.  

 Tendo em vista o aquecimento da câmara, gerado pela lâmpada, um sistema 

de refrigeração foi utilizado, mantendo a temperatura em torno de 50 ºC. 

 O tempo de exposição foi de 10 minutos, para a solução metanólica, e de 45 

minutos para a solução aquosa. 

 

5.2.1.4.2.1 Resultados 

Os cromatogramas referentes às amostras em solução metanólica e aquosa 

(800 µg/ml), expostas à lâmpada metal haleto, estão representados nas Figuras 5.15 

e 5.16, respectivamente. 
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Figura 5.15 – Cromatograma de solução metanólica de rabeprazol sódico, exposta à 
lâmpada metal-haleto (400 W) por 10 minutos. Condições cromatográficas: coluna 
Hypurity semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água 
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
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Figura 5.16 – Cromatograma de solução aquosa de rabeprazol sódico (800 µg/ml), 
exposta à lâmpada metal-haleto (400 W) por 45 minutos. Condições 
cromatográficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase 
móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; 
temperatura de análise 30 ºC. 
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5.2.1.4.2.2 Discussão 

 A lâmpada metal-haleto é uma fonte luminosa bastante indicada para 

utilização em estudos de estabilidade, tendo em vista a semelhança da radiação 

gerada com a radiação solar. Entretanto, apresenta como desvantagens o alto custo, 

o curto período de utilização e o aquecimento das amostras provocado pela 

radiação, o qual pode influenciar os resultados (MOORE, 1996). 

 Os resultados obtidos indicaram que rabeprazol se degrada de forma muito 

intensa quando exposto a esta radiação em solução. Em apenas 10 minutos, 

observaram-se produtos de degradação na solução metanólica. A exposição por um 

período maior não foi possível, pois havia a evaporação do metanol. A água não 

sofreu este processo, o que possibilitou a exposição da solução aquosa por mais 

tempo. 

 A elevada temperatura (aproximadamente 50 ºC), gerada pela fonte no 

interior da câmara, pode ter contribuído para a rápida degradação do fármaco frente 

à radiação. Apesar dos estudos preliminares de estabilidade térmica terem 

demonstrado que os comprimidos de rabeprazol permanecem estáveis por 

aproximadamente 20 dias à 50 ºC, não foram realizados estudos sobre a 

estabilidade do fármaco em solução nestas condições. 

 A exposição dos comprimidos intactos e triturados a essa fonte de radiação 

seria importante, pois forneceria informações a respeito da estabilidade da 

formulação frente à radiação solar, uma vez que esta fonte simula tal condição. 

 É importante destacar que os produtos majoritários formados para as 

soluções expostas à lâmpada metal-haleto e à lâmpada UVC- 254 nm são os 

mesmos, principalmente o DP19.  

Após os testes preliminares de estabilidade, onde foram avaliados a 

temperatura, o meio ácido, a presença de agente oxidante e a luz, optou-se por 

continuar  o estudo trabalhando com a luz, tendo em vista a rápida degradação e a 

formação de um produto majoritário, passível de isolamento. A lâmpada UVC – 254 

nm foi selecionada, pois apresenta um menor custo e não provoca o aquecimento 

das amostras. Além disso, seu tempo de vida útil é maior. 



 
 

 

5.2.2 Cinética de degradação fotoquímica de rabeprazol 

 Visando obter dados sobre a velocidade de degradação fotoquímica de 

rabeprazol, estudos acelerados de estabilidade foram realizados.  

5.2.2.1 Condições de estudo 

 A amostra foi preparada a partir da trituração de dois comprimidos (20 mg 

cada), os quais foram dissolvidos em metanol, em balão volumétrico de 50 ml. A 

solução resultante foi filtrada em membrana de nylon de 0,45 µm e alíquotas de 2 ml 

foram transferidas para cubetas descartáveis (Brand, 10 mm de caminho ótico) 

fechadas com auxílio de Parafilm®. As cubetas foram dispostas no interior da 

câmara, a uma distância de 10 cm da lâmpada UVC- 254 nm (15 W – Philips). A 

temperatura no interior da câmara manteve-se inferior a 25 ºC. Os períodos de 

exposição foram: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos (n = 3).  

 Como controle, uma cubeta contendo 2 ml de solução metanólica de 

rabeprazol foi envolvida em papel alumínio e exposta à lâmpada por 50 minutos. 

 O acompanhamento da degradação do fármaco foi realizado por CLAE, 

conforme as condições descritas na Tabela 4.3 (Capítulo I). Após cada período de 

exposição, transferia-se 1 ml de cada cubeta para balões volumétricos de 20 ml e 

completava-se o volume com acetonitrila, obtendo-se a concentração final de 40 

µg/ml. As análises foram feitas em triplicata. 

 Através dos resultados de concentração de rabeprazol, obtidos em cada 

tempo de exposição, construiu-se gráficos de concentração x tempo, log de 

concentração x tempo e 1/concentração x tempo, a partir dos quais pode-se estimar 

a ordem de reação para o fármaco, nas condições empregadas. 

 

5.2.2.2 Resultados 

 A Tabela 5.1 apresenta os resultados das concentrações de rabeprazol nas 

soluções metanólicas expostas à lâmpada UVC- 254 nm (15 W), em função do 

tempo, por CLAE. 



 
 

 

Tabela 5.1 – Valores de concentração de rabeprazol em soluções metanólicas 
expostas à lâmpada UVC- 254 nm (15 W) por CLAE. 

Tempo (minutos) Concentração (µg/ml)* DPR 

0 40,00 1,70 

5 32,15 1,35 

10 25,39 1,01 

15 19,40 3,86 

20 14,42 2,70 

25 10,02 4,00 

30 4,68 0,90 

* cada valor é média de três determinações 
DPR = desvio padrão relativo 
 
 
 A partir dos dados experimentais de concentração, determinou-se a ordem de 

reação seguida pela amostra, utilizando-se como base a correlação existente entre 

as duas variáveis (concentração e tempo) (Tabela 5.2). 

 
 
Tabela 5.2 - Valores dos coeficientes de correlação, considerando diferentes ordens 
de reação, obtidos a partir de soluções metanólicas de rabeprazol expostas à 
lâmpada UVC- 254 nm (15 W). 

Tempo 
(min) 

Reação de ordem zero 
Concentração  de 
rabeprazol (µg/ml) 

Reação de primeira 
ordem 

log da concentração

Reação de segunda 
ordem 

1/Concentração 

0 40,00 1,6021 0,0250 

5 32,15 1,5072 0,0311 

10 25,39 1,4047 0,0394 

15 19,40 1,2878 0,0515 

20 14,42 1,1591 0,0693 

25 10,02 1,0007 0,0998 

30 4,68 0,6708 0,2134 

r* 0,9950 0,9731 0,8578 
* coeficiente de correlação 



 
 

 

  

A partir da avaliação dos coeficientes de correlação obtidos para cada 

combinação de valores, é possível verificar qual descreve uma reta, o que indicará a 

ordem de reação (NUDELMAN, 1975; LACHMAN et al., 2001). 

 Nas condições estudadas, observou-se que a cinética de reação que melhor 

descreve a redução da concentração de rabeprazol em função do tempo é a ordem 

zero. A Figura 5.17 representa o perfil de concentração de rabeprazol em função do 

tempo e a equação da reta correspondente. 
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Figura 5.17 – Representação gráfica da fotodegradação de rabeprazol em solução 
metanólica, em função do tempo, expostas à lâmpada UVC- 254 nm (15 W). 
 
  

Após a determinação da ordem de reação, pode-se calcular os valores das 

velocidades de degradação (K) para cada tempo (t), a partir da equação K= (Co-C)/t, 

onde Co corresponde à concentração inicial de rabeprazol e C à concentração de 

rabeprazol no tempo “t”. O valor de K médio foi, então, obtido a partir da média 

aritmética dos valores de K para cada tempo. Os resultados obtidos encontram-se 

na Tabela 5.3. 

 A análise da amostra mantida em cubeta descartável, envolvida por papel 

alumínio, demonstrou que não houve degradação do fármaco.  

 



 
 

 

 
Tabela 5.3 – Valores de velocidade de degradação (K) de rabeprazol, obtidos 
segundo cinética de ordem zero, em solução metanólica. 

Tempo 
(minutos) 

Conc. de rabeprazol 
(µg/ml) Valores de K (min –1) K médio 

0 40,00 - 

5 32,15 1,572 

10 25,39 1,461 

15 19,40 1,373 

20 14,42 1,278 

25 10,02 1,199 

30 4,68 1,177 

1,343 

 

 
5.2.2.3 Discussão 

 
 O método por CLAE, validado para determinação de rabeprazol na forma 

farmacêutica, demonstrou ser adequado para estudos de estabilidade, pois não há 

interferência dos picos referentes aos produtos de degradação na análise. 

 Testes preliminares de estabilidade haviam demonstrado que a luz é um fator 

importante para a degradação de rabeprazol, mas não havia dados sobre a 

velocidade das reações. Assim, foi realizado o estudo da cinética de fotodegradação 

do fármaco, em condições de estresse, a fim de auxiliar os estudos de isolamento 

posteriores. 

 Os resultados apontaram uma degradação superior a 88% em 30 minutos de 

exposição, o que não foi observado na análise da amostra protegida da luz, que 

manteve sua concentração inalterada. Este fato comprova que a redução da 

concentração de rabeprazol, observada durante o estudo, foi decorrente apenas da 

exposição à radiação UVC. 

 A análise dos coeficientes de correlação obtidos para cada reta traçada, 

indicou que o processo de fotodegradação de rabeprazol pode ser descrito por uma 



 
 

 

cinética de ordem zero, nas condições utilizadas no estudo. Assim, de acordo com o 

conceito de reação de ordem zero, a degradação de rabeprazol sob efeito de 

radiação UVC-254 nm, independe de sua concentração na solução metanólica. 

 O trabalho de EL-GINDY e colaboradores (2003) descreve um estudo de 

cinética de reação para rabeprazol em solução aquosa quando exposto à lâmpada 

de tungstênio (40 W), em presença de peróxido de hidrogênio 33,3% e em tampão 

Britton-Robinson pH 7,0, sob temperaturas entre 30 e 60 ºC. Para todas as 

condições, foi constatado que a degradação de rabeprazol ocorre segundo uma 

cinética de pseudo-primeira ordem. Os tempos de exposição a cada fator de 

degradação não são citados. As diferenças observadas podem ser atribuídas às 

diferentes condições de estudo. 

 
 

5.2.3 Isolamento de produtos de degradação 

 Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no Departamento de Química 

Orgánica - Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos 

Aires (Argentina), durante o estágio de doutorado, sob orientação da Professora 

Doutora Norma Sbarbati Nudelman. 

 Considerando que o fármaco se degrada rapidamente, quando em solução, 

frente à luz UVC- 254 nm e que os produtos formados são semelhantes àqueles 

gerados pela exposição dos comprimidos triturados, às mesmas condições de 

degradação, e pela exposição à lâmpada metal haleto, optou-se por isolar os 

produtos oriundos da fotodegradação de rabeprazol. Além disso, não foi possível 

obter um perfil de degradação reprodutível para o meio ácido, enquanto que um 

produto majoritário era formado na luz. 

 Sendo assim, iniciou-se o estudo acelerado de estabilidade fotoquímica, onde 

foram testados diferentes métodos de separação: cromatografia em camada delgada 

preparativa e cromatografia em coluna.  

As amostras de rabeprazol em solução metanólica eram submetidas à 

lâmpada UVC-254 nm (15 W), em cubetas de plástico descartáveis, fechadas, por 1 

hora, a uma distância de  10 cm da lâmpada. 



 
 

 

 

5.2.3.1 Cromatografia em camada delgada preparativa 

 Foram utilizadas placas de gel de sílica 60 F254 (MERCK), preparadas no 

laboratório, com espessura de 0,75 mm e, como sistema eluente, clorofórmio-

metanol (85:15, v/v). As soluções metanólicas, submetidas à radiação na 

concentração de 800 µg/ml, foram concentradas em evaporador rotatório e aplicadas 

nas placas. Estas foram transferidas para cubas, previamente saturadas com 

sistema eluente, e o cromatograma foi desenvolvido. As manchas foram visualizadas 

com luz ultravioleta (254 nm), marcadas e raspadas. O material impregnado na sílica 

foi extraído com três porções de 10 ml de metanol e filtrado a vácuo, através de filtro 

de vidro sinterizado. 

 

5.2.3.2 Cromatografia em coluna  

 Para o desenvolvimento desta técnica, foi utilizada uma coluna de vidro de 

aproximadamente 22 cm de comprimento e 2 cm de diâmetro, empacotada com gel 

de sílica (0,063-0,200 mm - MERCK) disperso em diclorometano.  

 A amostra, soluções metanólicas de rabeprazol (1,6 mg/ml), submetidas à 

radiação por 1 hora, foram misturadas com uma pequena quantidade de sílica para 

coluna e secas em evaporador rotatório. O pó resultante foi transferido para o topo 

da coluna e coberto com uma porção de algodão (GALAGOVSKY, 2002).  

 Para eluição, utilizou-se diclorometano-metanol, em diferentes proporções, no 

volume de 30 ml. Para cada proporção, foram coletadas três frações de 10 ml. 

 O conteúdo de cada fração foi concentrado em evaporador rotatório e 

analisado por CCD, utilizando como fase móvel diclorometano – metanol (90:10, 

v/v). As frações contendo produtos de degradação eram analisadas por CLAE, em 

coluna semipreparativa C18, para verificação do tempo de retenção dos produtos e 

da pureza. 



 
 

 

 As frações de interesse que estivessem impuras eram purificadas por CCD 

preparativa em placas de gel de sílica, utilizando como eluente diclorometano-

metanol (90:10, v/v). 

 Além das técnicas de isolamento, foi realizada a análise de ressonância 

magnética nuclear de hidrogênio e carbono 13, em espectrômetro de 200 MHz 

(Bruker), do resíduo obtido por secagem, em evaporador rotatório, da solução 

metanólica de rabeprazol (800 µg/ml) exposta à radiação UVC por 1 hora. O 

solvente utilizado para a dissolução do resíduo foi clorofórmio deuterado. A partir 

deste experimento, obteve-se o produto denominado DPclorofórmico. 

 Uma representação esquemática do isolamento dos produtos de 

fotodegradação de rabeprazol pode ser observada na Figura 5.18. 

                          

   
Figura 5.18 – Representação esquemática do isolamento dos produtos de 
fotodegradação de rabeprazol sódico. CCD prep: cromatografia em camada delgada 
preparativa; CC: cromatografia em coluna. 
 

5.2.3.3 Resultados 

 Através da técnica de CCD preparativa, verificou-se a presença de várias 

manchas bastante unidas, e uma, de Rf menor, isolada. A análise por CLAE, com 

coluna semipreparativa, do extrato proveniente desta mancha demonstrou tratar-se 

de um produto impuro com tempo de retenção de 16 minutos, denominado DP16 

(Figura 5.19). O pico em 13 minutos se refere ao metanol (solvente). 
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Figura 5.19 – Cromatograma do produto de degradação isolado por CCD preparativa 
a partir de solução metanólica de rabeprazol, exposta à lâmpada UVC- 254 nm por 1 
hora. Condições cromatográficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 × 10 
mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  
a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
 
 
 Após realização de diversas placas, foi possível obter 20 mg do produto DP16 

puro. O mesmo apresentou-se como pó branco e foi mantido em dessecador até ser 

enviado para análise por RMN, para elucidação da estrutura. 

 A cromatografia em coluna possibilitou separar diversos produtos de 

degradação, sendo que logo nas primeiras frações (proporções 95:5 e 90:10) foi 

possível obter o  produto majoritário, denominado DP19, juntamente com outros dois 

produtos (Figura 5.20). 
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Figura 5.20 – Cromatograma da fração 3 da coluna, eluída com diclorometano-
metanol, proporção 90:10, v/v. Condições cromatográficas: coluna Hypurity 
semipreparativa C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); 
fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
 

   

A purificação em CCD preparativa foi realizada e o rendimento do produto 

DP19 foi de 8 mg (Figura 5.21). 

Após a realização de outras três colunas, foram obtidos 20 mg do produto 

DP19, que foram mantidos em dessecador até a análise por RMN, para elucidação 

da estrutura. 
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Figura 5.21 – Cromatograma do produto de degradação DP19, após purificação em 
CCD preparativa. Condições cromatográficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 
(250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; 
detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 

 
 
Os espectros de RMN de hidrogênio e de carbono, referentes ao resíduo da 

solução de rabeprazol, exposta à radiação, dissolvido em clorofórmio deuterado, 

apresentou muito ruído e alguns sinais significativos, indicativos de uma estrutura 

condizente a de um produto de degradação (DPclorofórmico). Estes espectros serão 

apresentados e discutidos no item referente à identificação dos produtos de 

degradação. 

 
5.2.3.4 Discussão 

 A etapa de isolamento pode ser considerada a mais complexa dentro de um 

estudo de estabilidade, pois diversos fatores devem ser avaliados para se obter  a 

melhor técnica e condição de separação.  

Diferentes métodos foram testados a fim de isolar os produtos da 

fotodegradação de rabeprazol. As primeiras tentativas objetivaram separar os 

produtos por cromatografia em camada delgada preparativa e, para tanto, foram 

testados diversos sistemas eluentes. O sistema utilizando clorofórmio-metanol 



 
 

 

(85:15, v/v) mostrou ser o mais adequado para o isolamento de um produto 

minoritário (DP16). As demais manchas ficaram muito próximas, impedindo a 

separação sem contaminação.  

 A partir de então, empregou-se a cromatografia em coluna, a qual 

possibilitaria o isolamento de maior quantidade de produto. Foram testados como 

sistemas eluentes clorofórmio-metanol e diclorometano-metanol. O primeiro 

demonstrou não ser reprodutível, provavelmente pela formação de artefatos durante 

o experimento. Por outro lado, o segundo sistema foi de grande êxito no isolamento 

do produto majoritário (DP19), o qual era eluído nas primeiras frações coletadas.  

 O isolamento do produto de degradação com tempo de retenção de 22 

minutos (Figura 5.20), bastante concentrado nas frações contendo DP19, não foi 

possível devido à sua contaminação com um produto fluorescente, que não permitiu 

purificação nas condições testadas. 

 O objetivo da realização do espectro de ressonância magnética nuclear do 

resíduo proveniente da solução metanólica, exposta à radiação, foi, inicialmente, a 

identificação do produto de degradação majoritário, uma vez que estando em grande 

quantidade, seus sinais se sobressairiam em um espectrômetro de menor 

sensibilidade. Entretanto, foi possível observar que a utilização de clorofórmio como 

solvente possibilitou a dissolução de um outro produto, diferente do considerado 

majoritário (DP19), conforme descrito no item a seguir. 

  
5.2.4 Identificação dos produtos de degradação 

 Os espectros de RMN de hidrogênio, de carbono, e os espectros de 

correlação COSY, HSQC e HMBC, dos produtos de degradação DP16 e DP19 

foram obtidos em espectrômetro  Bruker TopSpin de 500 MHz, utilizando metanol 

deuterado (Aldrich) como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referência interna. 

Os espectros do produto DPclorofórmico foram realizados em espectrômetro Bruker 

de 200 MHz, utilizando clorofórmio deuterado (Aldrich) como solvente. As análises 

foram realizadas na UMYMFOR (Argentina), descrito anteriormente no item 4.2.1.2.  

Para o produto DP16 foram utilizados 20 mg na realização do espectro e para 

DP19, 10 mg. 



 
 

 

5.2.4.1 Resultados e Discussão 

5.2.4.1.1 DP16 

Os espectros de RMN de 1H e 13C do produto de degradação DP16 estão 

representados nas Figuras 5.22 e 5.23, respectivamente.  

 

 

  

 

 

 

 

Figura 5.22 – Espectro de RMN de hidrogênio do produto de degradação DP16, em 
metanol deuterado (500MHz) (a), ampliação da região aromática (b). 
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Figura 5.23 – Espectro de RMN 13C do produto de degradação DP16 em metanol 
deuterado (500MHz). 

 

A análise dos espectros obtidos para DP16 possibilitou verificar que houve 

grande alteração quando comparados com os espectros de rabeprazol. É possível 

observar a eliminação dos sinais referentes à região alifática e a mudança na região 

aromática, com ausência dos sinais referentes ao anel piridínico. Os sinais 

pequenos, observados principalmente no espectro de hidrogênio, pertencem a 

impurezas.  

 Os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC, que indicam as 

correlações existentes entre os hidrogênios e entre hidrogênios e carbonos estão 

representados nas Figuras 5.24, 5.25 e 5.26, respectivamente. 
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Figura 5.24 – Espectro COSY do produto de degradação DP16, em metanol 
deuterado (500 MHz). 

    

 

 

Figura 5.25 – Espectro HSQC do produto de degradação DP16, em metanol 
deuterado (500 MHz) (a), ampliação da região aromática (b). 
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Figura 5.26 – Espectro HMBC do produto de degradação DP16 em metanol 
deuterado (500 MHz). 

 

 A Tabela 5.4 descreve os dados obtidos a partir dos espectros do produto de 

degradação DP16 e as atribuições realizadas. 

 

Tabela 5.4 – Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 13C, HSQC, 1H, COSY 
e HMBC, em metanol deuterado, do produto de degradação DP16. 

13C (ppm)/ 
atribuição 

HSQC 
(ppm) 

1H (ppm) COSY 
(ppm) HMBC (ppm) 

47-48 4,9 metanol deuterado (solvente) 

107,92 / C4;7 7,55 m (2H) 
J = 2,97/2,75/3,20 Hz

H7,17 C126,28 

121,00 / C5;6 7,17 m (2H) 
J = 2,98/2,97/3,21 Hz

H7,55 C126,28 

126,28 / C8;9 - - - - 

140,11 / C2 8,08 s (1H) - - 

m = multipleto; s = singleto 

 



 
 

 

Após a análise do conjunto de espectros obtidos para o DP16, verificou-se 

que há a ruptura da molécula de rabeprazol na região do grupamento sulfóxido, 

originando o anel benzimidazólico. A estrutura proposta está representada na Figura 

5.27. 

 

 

 Figura 5.27 – Estrutura proposta para o produto de degradação isolado DP16: 

benzimidazol (1H-benzimidazol). 

 

 A observação dos espectros de hidrogênio e carbono do benzimidazol 

(DMSO-d), disponível em uma base de dados, (SDBS, 2006) auxiliou na atribuição 

da estrutura. 

 

 5.2.4.1.2 DP19 

Os espectros de RMN de 1H e 13C do produto de degradação DP19 estão 

representados nas Figuras 5.28 e 5.29, respectivamente.  
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Figura 5.28 – Espectro de RMN de hidrogênio do produto de degradação DP19 em 
metanol deuterado (500 MHz) (a), ampliação da região aromática (b). 
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Figura 5.29 – Espectro de 13C do produto de degradação DP19 em metanol (500 
MHz). 

 

 

Da mesma forma que para DP16, observa-se a grande modificação dos 

espectros de DP19 quando comparados com os obtidos para rabeprazol. Há o 

desaparecimento dos sinais na região alifática e a mudança nos sinais da região 

aromática, indicando ausência do anel piridínico. Também são observados sinais 

relativos a impurezas. 

Os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC estão representados nas 

Figuras 5.30, 5.31 e 5.32, respectivamente. 
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Figura 5.30 – Espectro COSY do produto de degradação DP19 em metanol (500 
MHz). 

 

              

Figura 5.31 – Espectro HSQC do produto de degradação DP19 em metanol (500 
MHz). 

 



 
 

 

 

Figura 5.32 – Espectro HMBC do produto de degradação DP19 em metanol (500 
MHz). 

 

A Tabela 5.5 descreve os dados obtidos a partir dos espectros do produto de 

degradação isolado DP19 e as atribuições realizadas. É possível observar que o 

carbono com deslocamento químico de 167,78 ppm não correlaciona com nenhum 

hidrogênio no espectro HSQC, indicando tratar-se de um carbono quaternário, 

diferente do observado para DP16. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Tabela 5.5 – Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 13C, HSQC, 1H, COSY 
e HMBC, em metanol deuterado, do produto de degradação DP19. 

13C (ppm)/ 
atribuição 

HSQC 
(ppm) 

1H (ppm) COSY 
(ppm) HMBC (ppm) 

47-48  4,9 metanol deuterado (solvente) 

109,51 / C4;7 7,24 m (2H) 
J = 3,84/2,88/3,12/3,12 Hz 

H7,19 C122,56 

122,56 / C5;6 7,19 m (2H) 
J = 3,12/3,12/2,87/3,84 Hz 

H7,24 C109,51/C132,43

132,43 / C8;9 - - - - 

167,78 / C2 - - - - 

m = multipleto 

 

Após a análise do conjunto de espectros obtidos para o DP19, verificou-se 

que para a formação deste produto de degradação há a ruptura da molécula de 

rabeprazol na região do grupamento sulfóxido, seguida da oxidação do carbono 2, 

originando a benzimidazolona. A estrutura proposta está representada na Figura 

5.33. 

 

Figura 5.33 – Estrutura proposta para o produto de degradação isolado DP19: 1,3-
diidro-benzimidazol-2-ona. 

 

 5.2.4.1.3 DPclorofórmico 

Os espectros de RMN de 1H e 13C do produto de degradação DPclorofórmico 

estão representados nas Figuras 5.34 e 5.35, respectivamente.  
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Figura 5.34 – Espectro RMN de hidrogênio do produto de degradação 
DPclorofórmico, em clorofórmio deuterado (200 MHz). 

 



 
 

 

                    

Figura 5.35 – Espectro de RMN de 13C do produto de degradação DPclorofórmico, 
em clorofórmio deuterado (200 MHz). 

 

 Os espectros bidimensionais não foram obtidos. Os valores de deslocamentos 

químicos (δ) e multiplicidade, observados no espectro de RMN de hidrogênio, bem 

como os sinais verificados no espectro de 13C e as atribuições, estão listados na 

Tabela 5.6. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Tabela 5.6 – Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 1H e 13C do produto 
de degradação DPclorofórmico, em clorofórmio deuterado e espectrômetro Bruker 
de 200 MHz. 

RMN – 1H RMN – 13C 
Deslocamento 
químico (ppm) 

Multiplicidade e    
n° hidrogênios 

Deslocamento 
químico (ppm) 

Atribuição    
(Figura 5.36) 

2,0 s (3H) 9,5 C7’ 
2,15 m (2H) 29,0 C10’ 
3,3 s (3H) 58,0 C13’ 
3,6 t (2H) 66,0 C11’ 
4,2 t (2H) 68,5 C9’ 
4,7 s (2H) 63,0 C1 

6,75 d (1H) 106,0 C5’ 
7,26 solvente 77,0 solvente 
8,3 d (1H) 146,0 C6’ 

s = singleto; d= dubleto; t = tripleto; m = multipleto 

 

 Os carbonos quaternários C2’, C3’ e C4’ não foram atribuídos, pois seus 

sinais são pequenos, misturando-se à região do ruído.  

 A observação dos espectros indica que a modificação na estrutura ocorreu na 

região aromática, quando comparados com os espectros de rabeprazol, uma vez 

que os sinais na região alifática foram preservados. É possível verificar que os sinais 

correspondentes ao anel piridínico (6,75 e 8,3 ppm) permaneceram, enquanto que 

os do anel benzimidazólico não estão mais presentes. Apesar da quantidade de 

sinais referentes a impurezas, foi possível fazer a elucidação da estrutura. 

 Os dados demonstram que o produto DPclorofórmico origina-se da mesma 

maneira que os demais produtos isolados: a partir da ruptura da molécula de 

rabeprazol na região do grupamento sulfóxido.  Porém, neste caso, trata-se da outra 

porção da molécula. 

 A estrutura proposta para o produto de degradação DPclorofórmico encontra-

se na Figura 5.36.  

                       



 
 

 

                      
Figura 5.36 – Estrutura proposta para o produto de degradação DPclorofórmico: [4-
(3-metoxi-propoxi)-3-metil-piridina-2-il]metanol. 

 

Com a finalidade de confirmar as estruturas, uma amostra de benzimidazol 

comercial (Fluka) foi dissolvida em metanol e analisada, juntamente com os produtos 

de degradação isolados DP16 e DP19, através de CCD e CLAE. Além disso, uma 

alíquota da solução de benzimidazol foi exposta à radiação UVC por 90 minutos, 

enquanto outra foi tratada com peróxido de hidrogênio 30% e aquecida durante 30 

minutos, visando observar se havia a formação de DP19 a partir da oxidação de 

DP16. 

A CCD foi desenvolvida utilizando clorofórmio-metanol (85:15, v/v) como 

eluente e a solução de benzimidazol na concentração de 2,0 mg/ml. O perfil 

cromatográfico obtido está representado na Figura 5.37. 

                                          

Figura 5.37 – Perfil cromatográfico das amostras benzimidazol (benz), DP16 e DP19, 
após revelação com luz ultravioleta. 



 
 

 

 Observa-se que as manchas referentes ao benzimidazol a ao DP16 

apresentam um perfil de migração semelhante, enquanto DP19 migra mais. Estes 

dados sugerem que DP16 apresenta a mesma identidade do benzimidazol. 

 A análise por CLAE revelou valores de tempo de retenção próximos, 

conforme visualizado na Figura 5.38. 

              

             

Figura 5.38 – Cromatogramas de benzimidazol (a) e DP16 (b), em metanol. 
Condições cromatográficas: coluna semipreparativa Hypurity C18 (250 × 10 mm, 5 
μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecção UV  a 282 
nm; temperatura de análise 30 ºC. 
 

 Estes resultados indicam que as amostras apresentam a mesma identidade. 
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 O cromatograma da solução de benzimidazol, exposta à radiação UVC por 90 

minutos, demonstrou o aparecimento de outro pico, com tempo de retenção de 18,3 

minutos (Figura 5.39). Apesar do tempo de retenção ter sofrido uma pequena 

alteração, pode-se sugerir que há a formação do produto DP19 a partir da exposição 

da solução de benzimidazol à radiação UVC. A mudança no tempo de retenção 

pode ser atribuída à mudança de equipamento. 

           
Figura 5.39 – Cromatograma de benzimidazol (800 µg/ml) exposto à radiação UVC 
por 90 minutos, em metanol. Condições cromatográficas: coluna semipreparativa 
Hypurity C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 
1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
 
 
  

O cromatograma da solução de benzimidazol em contato com o peróxido de 

hidrogênio 30%, após 30 minutos de aquecimento (Figura 5.40) indicou que não há 

a formação de DP19, uma vez que não há o aparecimento de outro pico além dos 

referentes ao benzimidazol (tr = 16 min) e ao estabilizante presente no peróxido de 

hidrogênio (tr = 12,5 min). 

 

 

 

 



 
 

 

         
Figura 5.40 – Cromatograma de benzimidazol em peróxido de hidrogênio 30%, após 
30 minutos de aquecimento. Condições cromatográficas: coluna semipreparativa 
Hypurity C18 (250 × 10 mm, 5 μm); fase móvel acetonitrila: água (35:65, v/v); fluxo 
1,0 ml/min; detecção UV  a 282 nm; temperatura de análise 30 ºC. 
 

 Provavelmente, seja necessária uma energia maior, como a fornecida pela 

luz, para que ocorra a oxidação da molécula, nas condições avaliadas. 

 Os produtos de degradação isolados e identificados neste trabalho foram 

descritos por DELLAGRECA e colaboradores (2006) como produtos formados pelos 

fármacos omeprazol e lansoprazol quando dispersos em água e expostos à radiação 

solar simulada por 43 e 72 horas, respectivamente, entre outros. Conforme os 

autores, o produto benzimidazolona também era formado em solução pH 4,0 

protegida da luz, o que reforça a idéia de que seja o mesmo produto formado em 

meio ácido, observado neste trabalho. Além disso, os autores relatam que a 

exposição do benzimidazol e da benzimidazolona à radiação não ocasionou a 

formação de outros produtos, ao contrário do observado neste trabalho, quando a 

exposição do benzimidazol à luz UVC gerou um outro produto, cuja identidade foi 

sugerida como sendo a benzimidazolona. A diferença de resultados pode ser 

atribuída às diferentes condições de estudo. 

 



 
 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 DISCUSSÃO DO CAPÍTULO II 



 
 

 



 
 

 

O estudo da estabilidade de rabeprazol sódico foi um dos objetivos deste 

trabalho, tendo em vista a pequena quantidade de informações a respeito deste 

assunto disponíveis na literatura. Inicialmente, foram realizados os testes 

preliminares a fim de conhecer quais fatores eram importantes para a degradação 

do fármaco. Em seguida, realizou-se o estudo da cinética de degradação na luz e 

foram avaliados diferentes métodos para o isolamento de produtos da 

fotodegradação formados. Para a elucidação das estruturas dos produtos, foi 

empregada a técnica de ressonância magnética nuclear. 

 Dados da literatura afirmavam que o rabeprazol era instável em meio ácido 

(JANSSEN-CILAG, 1999; SHIN et al., 2004; HORN e HOWDEN, 2005). Seu 

mecanismo de ação aponta para este fato. Entretanto, as informações a respeito dos 

produtos de degradação formados não são precisas. A proposta inicial deste 

trabalho foi estudar os produtos de degradação formados em meio ácido. Porém, o 

isolamento destes produtos tornou-se uma tarefa complexa em virtude da variação 

no número e quantidade de produtos gerados em dias diferentes, impedindo que se 

obtivesse quantidade suficiente para a elucidação. 

 Os testes referentes à degradação por ação da temperatura foram planejados 

em virtude de observações que sugeriram uma grande instabilidade de rabeprazol, 

na forma de SQR, mesmo à temperatura ambiente, o que torna necessário sua 

manutenção sob refrigeração. De fato, os processos de degradação são reações 

químicas que consomem energia e que podem acelerar-se por aumento da 

temperatura (NUDELMAN, 1975). A análise dos testes preliminares indicou que o 

fármaco é relativamente estável quando contido nos comprimidos. Provavelmente, 

os excipientes oferecem proteção à substância ativa. 

 A degradação de rabeprazol por ação de agente oxidante, peróxido de 

hidrogênio, originou produtos de degradação nas duas concentrações do agente 

testadas (3 e 30%), principalmente sob aquecimento. Como citado anteriormente, o 

calor pode acelerar reações que são lentas à temperatura ambiente. Estes dados 

demonstraram que o fármaco é suscetível a sofrer oxidação.  

 Duas fontes de radiação foram testadas durante os estudos preliminares: 

lâmpada UVC- 254 nm e lâmpada metal haleto. Observou-se que a molécula de 



 
 

 

rabeprazol, em solução, degrada-se facilmente quando exposta às duas fontes, 

originando os mesmos produtos de degradação. As amostras de comprimidos 

triturados também apresentaram degradação após 10 dias de exposição, formando 

os mesmos produtos, enquanto que os comprimidos intactos mantiveram-se estáveis 

por 50 dias. O estudo da cinética de fotodegradação indicou que a concentração da 

solução metanólica de rabeprazol decai, aproximadamente, 90% em 30 minutos de 

exposição à lâmpada UVC. Há a formação de um produto majoritário, com tempo de 

retenção de 19 minutos em coluna semipreparativa, que demonstrou ser 

reprodutível.  

 A comparação dos cromatogramas obtidos a partir da amostra de rabeprazol 

em meio ácido (HCl 0,1 M) e da amostra exposta à radiação UVC revela que há a 

possibilidade dos produtos com tempo de retenção de 19 minutos serem iguais. 

Devido às variações observadas na degradação em meio ácido, esta mesma 

inferência não pode ser feita para o produto DP16. 

 O único trabalho sobre a estabilidade de rabeprazol presente na literatura 

(EL-GINDY et al., 2003), serviu como base para as discussões dentro do estudo de 

cada fator. Foi possível observar diferenças significativas entre os resultados obtidos 

e os descritos pelo autor. Algumas destas podem ser atribuídas às diferentes 

condições de análise empregadas. 

Para o início do procedimento de isolamento dos produtos de fotodegradação, 

diferentes técnicas cromatográficas foram testadas visando obter produtos puros e 

em quantidade adequada para a elucidação. A cromatografia em camada delgada 

preparativa e a cromatografia em coluna, nas condições empregadas, mostraram-se 

mais satisfatórias, possibilitando alcançar tais objetivos. 

A técnica de ressonância magnética nuclear foi aplicada para a elucidação 

dos compostos isolados e também para a identificação de um produto contido no 

meio de degradação, sem prévio isolamento. Esta técnica é muito importante e útil 

para o estudo de aspectos estruturais de moléculas orgânicas (SILVERSTEIN e 

WEBTER, 2000). Os espectros bidimensionais também são muito úteis, pois 

fornecem informações sobre correlações que auxiliam no entendimento das 

estruturas, tornando possível realizar as atribuições. 



 
 

 

Os espectros obtidos foram interpretados, possibilitando a identificação de 

três produtos da fotodegradação de rabeprazol.  

O produto isolado a partir da cromatografia em camada delgada preparativa, 

denominado DP16, foi identificado como o anel benzimidazólico. A confirmação da 

estrutura foi possível através da utilização de uma amostra comercial da substância, 

a qual foi analisada por CCD e CLAE, apresentando os mesmos valores de Rf e 

tempo de retenção do produto isolado. Além disso, foram observados os espectros 

disponíveis em uma base de dados (SDBS, 2006). 

A cromatografia em coluna possibilitou isolar o produto denominado DP19, 

cuja identidade foi dada como a benzimidazolona, gerada, provavelmente, pela 

oxidação do benzimidazol durante exposição à radiação.  

O terceiro produto elucidado, denominado DPclorofórmico, foi atribuído como 

o [4-(3-metoxi-propoxi)-3-metil-piridina-2-il]metanol, porção complementar da 

estrutura de rabeprazol. A identificação foi realizada através dos espectros de RMN 

de 200 MHz do resíduo seco do meio de degradação. Apesar de tratar-se de uma 

mistura, foi possível realizar a comparação com os espectros de rabeprazol, sendo 

observados sinais semelhantes em determinadas regiões. 

DELLAGRECA e colaboradores (2006) descreveram em seu estudo sobre a 

degradação de omeprazol e lansoprazol em soluções aquosas, frente à radiação 

solar simulada, o benzimidazol, a benzimidazolona e um derivado piridínico 

semelhante a DPclorofórmico, produtos de degradação isolados e elucidados neste 

trabalho. A semelhança dos produtos observados, em diferentes condições de 

estudo, pode ser atribuída às estruturas análogas apresentadas pelos inibidores da 

bomba de prótons, o que propicia, de forma geral, o mesmo comportamento 

reacional. Os dados demonstrados pelos autores também permitiram inferir que o 

produto majoritário formado na luz (benzimidazolona) possui a mesma identidade de 

um dos produtos formado no meio ácido (tr = 19 minutos), conforme discutido 

anteriormente.  

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4 CONCLUSÕES  



 
 

 



 
 

 

• O estudo preliminar da estabilidade térmica de rabeprazol mostra que os 

comprimidos são estáveis por 20 dias à temperatura de 50 ºC, mas sensíveis 

à temperatura de 80 ºC.  

• O estudo preliminar de estabilidade de rabeprazol em meio ácido clorídrico 

demonstrou que o fármaco é muito sensível a este fator, degradando-se 

completamente em 1 hora de contato com ácido clorídrico 0,1 M; 

• O estudo preliminar de estabilidade oxidativa de rabeprazol indica que o 

fármaco sofre degradação em contato com peróxido de hidrogênio, 

principalmente em presença de aquecimento; 

• O estudo preliminar de estabilidade frente às lâmpadas UVC- 254nm e Metal 

haleto indica que o rabeprazol é bastante sensível à radiação, quando em 

solução metanólica e aquosa, e menos sensível na forma de pó; 

• Os resultados obtidos na avaliação da cinética de fotodegradação indicam 

tratar-se de uma reação de ordem zero; a velocidade de degradação de 

rabeprazol em solução metanólica foi de 1,343 minutos-1; 

• O produto de degradação, isolado por cromatografia em camada delgada 

preparativa, foi identificado por espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear e comparação com a substância comercial como benzimidazol (1H- 

benzimidazol); 

• O produto de degradação isolado por cromatografia em coluna foi identificado 

por espectroscopia de ressonância magnética nuclear como a 

benzimidazolona (1,3-diidro-benzimidazol-2-ona). Testes complementares 

sugerem que este é formado pela oxidação do benzimidazol através da 

radiação UVC; 

• A análise por ressonância magnética nuclear de 200 MHz do resíduo seco da 

solução metanólica de rabeprazol, exposta à luz UVC, permitiu a identificação 

do produto de degradação [4-(3-metoxi-propoxi)-3-metil-piridina-2-il]metanol. 
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