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RESUMO 

 

Foi obtida resposta linear para o doseamento de azitromicina entre a faixa de 80 

a 120% da concentração nominal do método obtendo R= 0,9987. O método 

apresentou precisão e exatidão com DPR máximo de 1,05%. O método mostrou 

seletividade, sendo possível separar e identificar o ativo com segurança. Foi 

visualizada susceptibilidade de degradação da azitromicina exposta aos meios ácido, 

básico e oxidativo. Em todas as condições de robustez avaliadas, deliberadas 

variações não causaram impacto negativo na quantificação. A azitromicina apresentou 

estabilidade em solução de até 25 horas.  

Para a quantificação das substâncias relacionadas, foi possível identificar e 

separar todas as impurezas prováveis de serem encontradas na matéria-prima, sem 

coeluição de impurezas com o ativo. Foram quantificadas as impurezas obtidas pela 

degradação forçada, sendo que a degradação ocorreu nos mesmos meios citados 

para doseamento. A precisão do método foi obtida com DPR máximo de 1,98% e na 

exatidão a recuperação média ficou próxima a 100% com DPR máximo de 1,80%. O 

limite de quantificação do método foi de 0,10%. 

 

Palavras chave: Seletividade. Degradação. Separação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

A linear response was obtained for the assay of azithromycin in the range of 80 

to 120% of the nominal concentration of the method obtaining R=0,9987. The method 

presented accuracy with maximum RSD of 1,05%. The method showed selectivity, 

being possible to separate and identify azithromycin safely. Degradation susceptibility 

of azithromycin exposed to acidic, basic and oxidative media was visualized. In all the 

robustness conditions evaluated, deliberate variations did not have a negative impact 

on the quantification. Azithromycin showed stability in solution of up to 25 hours. 

For the quantification of the related substances, it was possible to identify and 

separate all possible impurities to be found in the raw material, without coeluition of 

impurities with the active. The impurities obtained by forced degradation were 

quantified, and the degradation occurred in the same media mentioned for assay. The 

accuracy of the method was obtained with a maximum DPR of 1.98% and the average 

recovery was close to 100% with a maximum DPR of 1.80%. The limit of quantification 

of the method was 0.10%. 

Key words: Selectivity. Degrdation. Separation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Sumário 
1 INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 7 

1.1 Objetivos .................................................................................................................... 8 

1.1.1 Objetivo Geral ............................................................................................................ 8 

1.1.2 Objetivo Específico ..................................................................................................... 8 

1.2 Justificativa ................................................................................................................. 8 

2 REFERENCIAL TEÓRICO ......................................................................................... 9 

2.1       Validação de métodos analíticos ................................................................................ 9 

2.1.1    Parâmetros de validação analítica ........................................................................... 10 

2.2       Azitromicina ............................................................................................................. 11 

3 METODOLOGIA ....................................................................................................... 13 

4 RESULTADOS ......................................................................................................... 13 

4.1 Validação de teor de azitromicina na matéria-prima ................................................. 13 

4.1.1 Seletividade .............................................................................................................. 13 

4.1.2 Linearidade .............................................................................................................. 14 

4.1.3 Exatidão ................................................................................................................... 16 

4.1.4 Precisão ................................................................................................................... 17 

4.1.5 Faixa de trabalho ...................................................................................................... 18 

4.1.6 Robustez .................................................................................................................. 19 

4.2 Validação de substâncias relacionadas de azitromicina na matéria-prima ................ 24 

4.2.1 Seletividade .............................................................................................................. 24 

4.2.2 Exatidão ................................................................................................................... 31 

4.2.3 Precisão ................................................................................................................... 32 

4.2.4 Limite de quantificação ............................................................................................. 33 

5 CONCLUSÃO ........................................................................................................... 33 

6 REFERÊNCIAS ........................................................................................................ 34 

 



7 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Com a criação de legislações voltadas ao controle de medicamentos, a rotina 

analítica se tornou mais padronizada. Para ter a implementação de um novo produto 

ou adequação dos produtos do portfólio à legislação atual, são necessárias 

adequações nos processos, sendo um deles, a validação analítica. A publicação da 

RDC 166 trouxe definições em relação as validações analíticas. Mesmo com a 

utilização de metodologia descrita em monografias oficiais é necessária a 

comprovação pela indústria de que os requisitos mínimos são atendidos dentro da 

rotina analítica, comprovando assim a aplicabilidade do método em questão. Assim, 

com a realização da validação, comprova-se que o método atende aos requisitos para 

o escopo que se propõe (ANVISA, 2017).  

Mesmo com a implementação de definições, o parâmetro seletividade, por 

exemplo, gera bastante discussões sobre como deve ser conduzido. Considerando 

que, mesmo mundialmente, há apenas sugestões de como proceder com a análise, 

principalmente considerando o elevado número de moléculas utilizadas nas industrias, 

e sua ampla variabilidade nos testes. Em 2015 a Anvisa disponibilizou o Guia 04 

trazendo maiores explicações acerca das análises de perfil de degradação (ANVISA, 

2015). 

A validação analítica conduzida nesse estudo foi da matéria-prima de 

Azitromicina. É um antibiótico amplamente conhecido e produzido por várias 

industrias. Pertence à classe de macrolídeos indicada no tratamento de infecções 

causadas por bactérias sensíveis ao ativo. O medicamento age impedindo que 

bactérias produzam as proteínas necessárias para crescimento e reprodução dentro 

do organismo do paciente (ANVISA, 2018). Por se tratar de um produto de linha antigo 

com as alterações de legislação se faz necessária a adequação as legislações 

vigentes, necessitando assim da validação para doseamento do ativo e quantificação 

das impurezas.  
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1.1 Objetivos 

 

1.1.1  Objetivo Geral 

 

 Realizar validação de doseamento e substâncias relacionadas do insumo 

farmacêutico ativo de azitromicina por cromatografia liquida de alta eficiência, 

de acordo com legislações vigentes. 

 

1.1.2  Objetivo Específico 

 Realizar validação da metodologia de substâncias relacionadas de azitromicina 

de acordo com metodologia farmacopeica. 

 Realizar validação da metodologia de doseamento para Azitromicina de acordo 

com método desenvolvido localmente. 

 Avaliar as potenciais degradações da azitromicina quando exposta a condições 

drásticas de temperatura, umidade, luz ultravioleta, ampla faixa de pH, meio 

oxidativo e íons metálicos.  

 Avaliar a precisão, exatidão e linearidade pertinentes de cada metodologia. 

 Avaliar a susceptibilidade da metodologia desenvolvida localmente a pequenas 

e deliberadas variações. 

 

1.2 Justificativa 

 

Ao utilizar método analítico descrito em compêndio oficial é necessário que a 

adequabilidade da metodologia seja demonstrada. E, para métodos analíticos que não 

estejam descritos em monografia oficial, é requerido uma validação completa de 

acordo com os parâmetros técnico-operacionais. Durante a validação analítica é 

confirmada a aplicabilidade da metodologia, mostrando que é possível obter 

resultados confiáveis para a finalidade proposta. Assim, este trabalho irá demonstrar 

a validação das metodologias analíticas de azitromicina para doseamento e 

substâncias relacionadas (ANVISA, 2017). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Validação de métodos analíticos 

 

Devido a necessidade da avaliação da qualidade e eficácia de medicamentos 

antes da utilização pelo consumidor final, a criação de um conselho que unifique de 

maneira geral o desenvolvimento farmacêutico a nível global foi necessária. Em 1990 

foi realizado o primeiro encontro registrando o início do ICH (Conselho internacional 

de harmonização). Inicialmente, agências regulatórias dos Estados Unidos da 

América, Japão e Europa se reuniram. Os tópicos definidos como critérios básicos 

para discussão foram de segurança, eficácia e qualidade de medicamentos. Depois 

de 25 anos, em 2015, o ICH teve sua inauguração oficial como a conferência 

internacional de harmonização, sendo reconhecido como uma entidade legal sob lei 

suíça. Assim, o ICH em todo seu período de atuação vem fornecendo guias 

harmonizados para desenvolvimento farmacêutico no mundo todo (ICH, 2018). 

No Brasil o órgão regulamentador para indústrias farmacêuticas é a Anvisa. 

Atualmente a legislação que traz definições em relação a validação analítica é a RDC 

166 (Resolução da diretoria colegiada), publicada em julho de 2017. Ela revogou a 

antiga resolução RE 899 de 2003, trazendo definições mais atualizadas para os 

parâmetros a serem seguidos. A RDC 166 estabelece também a diferença entre 

validação analítica e validação analítica parcial, onde, a validação parcial incorpora 

apenas alguns itens de validação analítica para confirmação de que um método 

previamente validado por um órgão oficial fornece resultados dentro do esperado para 

a empresa que se propõe a utilizá-lo. E a validação analítica completa, se mostra 

necessária quando a empresa opta pelo desenvolvimento local da metodologia em 

questão (ANVISA, 2017). 

Dentro de uma validação analítica para métodos de quantificação de impurezas 

e doseamento do ativo as análises a serem realizadas são: seletividade, precisão 

repetibilidade, precisão intermediária, exatidão, linearidade, faixa de trabalho, 

robustez e limite de quantificação, sendo, o último, apenas para método de 

quantificação de impurezas. Em casos de validação parcial apenas os três primeiros 

itens são necessários para doseamento do ativo e além desses, o limite de 

quantificação, quando método de quantificação de impurezas (ANVISA, 2017). 
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2.1.1 Parâmetros de validação analítica 

 

A precisão de um método analítico expressa o grau de concordância de 

resultados individuais. Partindo do mesmo lote do material homogêneo, o mesmo 

procedimento deve ser aplicado no preparo das amostras. Deve ser avaliada a 

dispersão dos resultados obtidos, expressa pelo desvio padrão relativo. A precisão da 

metodologia é avaliada em dois níveis: repetibilidade e intermediária. A repetibilidade 

avalia a precisão dos resultados dentro das mesmas condições operacionais, e 

pequeno intervalo de tempo enquanto a precisão intermediária, avalia as variações 

laboratoriais, em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou utilização de diferentes 

equipamentos (WHO, 2016). 

Exatidão expressa a proximidade entre o valor aceitável como referência de 

aceitação em relação ao valor encontrado. De acordo com a RDC 166, para todos os 

casos, deve ser utilizada substância química de referência (SQR) na quantificação da 

recuperação. Sendo que, para métodos de doseamento de produto acabado, o SQR 

do ativo deve ser acrescentado na matriz (placebo) para quantificação, e para 

métodos de impurezas, a impureza a ser avaliada deve ser acrescida à amostra, 

sendo matéria-prima ou produto acabado, conforme método a ser avaliado (ANVISA, 

2017). 

Linearidade é a capacidade de obter sinal analítico diretamente proporcional à 

concentração do analito na amostra e deve ser avaliada em toda a faixa estabelecida 

para o método. Avaliações estatísticas dos resultados obtidos são requeridas. Em 

método de quantificação de impurezas, onde a impureza é quantificada em relação 

ao ativo, a avaliação da linearidade se mostra importante. Uma vez que, ao comparar 

os coeficientes angulares do ativo e da impureza, é possível avaliar se ambos 

possuem a mesma resposta, e em caso negativo, um fator resposta relativo deve ser 

adicionado para que a quantificação da impureza seja realizada corretamente (WHO, 

2016). 

A comprovação de que o método analítico é seletivo é realizada com a 

comprovação de que o analito de interesse consegue ser separado, identificado e 

quantificado com confiança, na presença de outros componentes na matriz como 

excipientes, produtos de degradação, diluente e impurezas (WHO, 2016). De acordo 
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com a RDC 166 a pureza cromatográfica do ativo deve ser comprovada para 

demonstração da seletividade do método (ANVISA, 2017). 

A confirmação da faixa de trabalho do método se dá após a conclusão das 

análises de precisão, exatidão e linearidade para o método proposto. O limite de 

quantificação é definido como a menor quantidade do analito que pode ser 

quantificada com precisão e exatidão. Esse resultado pode ser obtido a partir das 

análises de precisão e exatidão (ANVISA, 2017). 

A robustez de um método analítico avalia a susceptibilidade desse método a 

resistir pequenas variações nas condições originais, como alterações de fluxo, 

temperatura, composição de fase móvel, entre outras. Essa avaliação é necessária 

para que seja do conhecimento do analista que irá utilizar o método, que determinados 

parâmetros devem ter uma atenção e controle mais rigoroso (WHO, 2016). 

 

2.2 Azitromicina 

 

A azitromicina (Figura 1) é um antibiótico semissintético da classe dos 

macrolídeos e derivada da eritromicina. Sua formação se dá pela inserção de um 

nitrogênio metil substituído na eritromicina, possuindo assim maior estabilidade em 

meio ácido. Sua atuação no organismo é de amplo espectro, sendo utilizada para 

diversas aplicações (FERREIRA, 2007). 

 

Figura 1: Molécula da azitromicina 

 
Fonte: Farmacopéia Brasileira, 5º Ed. 
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A solubilidade da azitromicina é maior em soluções orgânicas e ácidas, e é muito 

pouco solúvel em água e soluções alcalinas. Apresenta-se como um pó cristalino 

branco (ANVISA, 2018). 

Para quantificação do teor de azitromicina na matéria-prima, a farmacopeia 

brasileira fornece método microbiológico por difusão em ágar utilizando cilindros. Para 

avaliação de substâncias relacionadas não é fornecida metodologia analítica 

(ANVISA, 2018). A farmacopeia americana fornece quantificação para ambas analises 

por cromatografia liquida. A azitromicina possui 15 possíveis impurezas no insumo 

farmacêutico, tornando o método analítico desafiador, uma vez que todas as 

impurezas devem ser separadas entre elas e também do ativo, dessa forma, o método 

de substâncias relacionadas por cromatografia liquida de alta eficiência se torna longo, 

mas, específico (USP, 2018). 

Waghule et. al. (2013) realizaram desenvolvimento de método analítico para 

quantificação de azitromicina em produto acabado por cromatografia liquida de alta 

eficiência. Os autores propuseram um método com eluição isocrática com fluxo de 1,2 

mL/min utilizando tampão fosfato 0,0335 M com pH 7,5 e metanol na proporção 20:80. 

A azitromicina eluiu da coluna com tempo de retenção de 8,35 minutos e o método se 

apresentou preciso, exato e linear na faixa avaliada.  

GHARI, KOBARFARD e MORTAZAVIA (2013) também desenvolveram um 

método de quantificação de azitromicina em comprimidos de forma alternativa ao 

método da farmacopeia americana. Os autores obtiveram um método preciso, exato, 

linear e sensível utilizando uma coluna C18 com eluição isocrática de fluxo 1,5 mL/min 

utilizando como fase móvel as soluções de tampão fosfato e metanol na proporção de 

10:90. 

Metodologias para a quantificação das impurezas de azitromicina são escassas 

na literatura. Uma vez que a farmacopeia americana apresenta método para esse fim, 

a indústria pode optar por segui-la evitando assim desprendimento de tempo no 

desenvolvimento local do método, considerando o grande número de impurezas que 

precisam ser separadas seria um desenvolvimento de alta criticidade. 
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3 METODOLOGIA 

 

Para a realização da validação parcial do método de substâncias relacionadas 

foi seguida a metodologia de impurezas orgânicas procedimento 2 disponível na 

farmacopeia americana USP 41 (ANEXO A).  

A metodologia para quantificação do teor de azitromicina na matéria prima foi 

desenvolvida localmente por método de gradiente utilizando as mesmas soluções da 

metodologia de substâncias relacionadas com fluxo de 1,0 mL/min. A coluna C18 

utilizada também foi a mesma com temperatura na coluna em 45 ºC, com volume de 

injeção de 50 µL e tempo de corrida de 36 minutos. A metodologia completa está 

apresentada no ANEXO B. 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Validação de teor de azitromicina na matéria-prima 

 

4.1.1 Seletividade 

Para avaliação da seletividade da azitromicina, o ativo foi exposto a condições 

drásticas de estresse compreendendo ampla faixa de pH, oxidação, presença de íons 

metálicos, luz ultravioleta, temperatura elevada e alta umidade. As condições 

utilizadas no estudo estão apresentadas na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Condições de estresse utilizadas 

Amostra Condição de estresse Tempo de exposição 

Controle - - 

Estresse ácido Ácido clorídrico 1,0 M 30 minutos 

Estresse alcalino Hidróxido de potássio 2,0 M 1 dia 

Estresse oxidativo Peróxido de Hidrogênio 0,3% 1 hora 

Estresse íons metálicos Sulfato de Cobre 10 mM 1 dia 

Estresse térmico 60 °C 10 dias 

Estresse por umidade 75% U.R. e 40 °C   10 dias 

Estresse Fotolítico 1,2 milhões lux/h 110 horas  

Fonte: Autoria própria. 

As condições de estresse em meios químicos apresentaram curtos períodos de 

exposição, uma vez que já apresentaram degradação nesse tempo. Vale ressaltar que 
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a condição de estresse por íons metálicos é realizada pelo período máximo de 24 

horas, conforme recomendação da Anvisa. 

A azitromicina apresentou degradação quando exposta aos meios ácido, básico 

e oxidativo, com degradações superiores a 10% nessas condições. A avaliação da 

pureza espectral, mostrou que não houve coeluição de compostos com o ativo e 

apresentou-se adequada em todas as condições avaliadas com valores de purity 

angle menores que os de purity threshold, assim como a resolução obtida entre as 

impurezas geradas com o ativo foi superior a 1,5. Nos demais meios o ativo se 

mostrou estável. Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 2 abaixo. 

 

Tabela 2 - Resultados das soluções em estresse  

Amostra Teor (%) Variação (%) 
Purity 
Angle 

Purity Threshold 

Controle 99,94 - 0,137 0,348 

Ácido 76,02 23,94 0,144 0,344 

Álcalino 89,27 10,67 0,148 0,368 

Oxidativo 78,95 21,00 0,157 0,372 

Íons metálicos 98,79 1,15 0,114 0,319 

Térmico 99,43 0,20 0,200 0,422 

Umidade 99,86 0,63 0150 0,359 

Fotolítico 98,81 0,43 0,166 0,370 

Fonte: Autoria própria. 
 

Com os resultados apresentados confirma-se que foi possível separar, 

identificar e quantificar a azitromicina frente a condições drásticas de estresse e a 

metodologia utilizada se mostrou seletiva. Os valores de purity angle ficaram menores 

que os respectivos purity threshold, assim como não houve cruzamento das linhas no 

purity plot. Durante o manuseio, transporte e armazenamento do ativo devem ser 

tomados cuidados para evitar a exposição aos meios onde há tendência de 

degradação. 

 

4.1.2 Linearidade 

 

A avaliação da linearidade do método foi efetuada mediante a obtenção de curva 

analítica com cinco níveis de concentração e com três réplicas em cada nível, 
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compreendendo o intervalo de 80,0% a 120,0% da concentração nominal da 

azitromicina (0,50 mg/mL) abrangendo o intervalo de concentração de 0,40 a 0,60 

mg/mL de Azitromicina. A Figura 2 apresenta o gráfico da linearidade com a respectiva 

equação da reta. 

 

Figura 2: Gráfico da linearidade da azitromicina 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Pela Figura 2 é possível verificar que o R obtido para a regressão linear foi 

acima de 0,990, conforme especificado.  

A análise visual dos resíduos em conjunto com os testes de Cochran e Grubbs 

foram utilizados para validar a adequabilidade do modelo de regressão. De acordo 

com a avaliação da distribuição dos resíduos (Figura 3) verifica-se que os erros não 

são totalmente independentes, mas há variância constante uma vez que os pontos se 

apresentaram distribuídos de forma aleatória em torno da reta de resíduo zero, sem 

tendência linear. 
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Figura 3: Gráfico de resíduos para azitromicina 

  

Fonte: Autoria própria. 

 

Adicionalmente, os resultados do teste estatístico de Cochran para a 

homogeneidade das variâncias demonstrou que os resíduos são homocedasticos em 

um nível de significância de 5% (C calculado 0,3332 < C tabelado 0,6838). Desta 

forma, verifica-se que mesmo com a avaliação visual do gráfico de resíduos 

apresentando resíduos dependentes, eles possuem variâncias homogêneas, não 

comprometendo a análise. 

Para verificar a ocorrência de valores extremos (outliers) utilizou-se o teste de 

Grubbs. Dentre os 15 resíduos obtidos na construção da regressão linear não houve 

a ocorrência de nenhum valor extremo (outlier), pois o maior valor calculado (1,74) foi 

menor que o valor tabelado (Gtabelado = 2,409). 

Assim, comprova-se que o método é linear, obtendo resposta analítica 

proporcional a concentração avaliada na faixa de 80 a 120% da concentração nominal. 

 

4.1.3 Exatidão 

 

A recuperação do padrão de azitromicina foi avaliada em três níveis (80,0, 

100,0 e 120,0%) em triplicata de cada nível. Foi avaliada a recuperação e o desvio 

padrão relativo (DPR) para cada nível. A especificação foi de 1,3% de DPR e 

recuperação entre 98,0 – 102,0%. Os resultados obtidos estão apresentados na 

Tabela 3.  
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Tabela 3: Exatidão 

Nível Recuperação (%) Média rec. (%) DPR (%) 
Especificação  

DPR (%) 

Especificação  

Recuperação (%) 

80% 

98,25 

99,45 1,05 

 1,3 98,0 – 102,0 

99,93 

100,18 

100% 

100,75 

100,13 0,87 99,13 

100,50 

120% 

99,25 

100,15 0,86 100,95 

100,26 

Fonte: Autoria própria. 
 

Pelos resultados apresentados verifica-se que as recuperações e os desvios 

obtidos estão dentro do especificado, mostrando assim que o método é capaz de 

quantificação com exatidão a azitromicina dentro da faixa de 80% a 120%.  

 

4.1.4 Precisão 

 

A precisão da metodologia foi avaliada em dois níveis. Foram preparadas seis 

réplicas da solução amostra e injetadas, sendo avaliada a repetibilidade obtida entre 

os preparos com parâmetro de especificação sendo o DPR. Posteriormente, seis 

novas amostras foram preparadas, por um segundo analista e foi avaliado o DPR 

obtido entre os dois preparos (precisão intermediária). Os resultados obtidos estão 

apresentados abaixo. 

 

Tabela 4: Precisão 1º dia 

Nível (%) Teor (%) Média (%) DPR (%) 
Especificação  

DPR (%) 

100 

98,08 

98,33 0,27 1,30 

98,19 

98,67 

98,44 

98,57 

98,04 

Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 5: Precisão 2º dia 

Nível (%) Teor (%) Média (%) DPR (%) 
Especificação  

DPR (%) 

100 

101,83 

101,28 0,56 1,30 

101,65 

100,72 

100,61 

101,02 

101,89 

Fonte: Autoria própria. 
 

Tabela 6: Comparativo – precisão intermediária 

Nível (%) Teor 1° dia (%) Teor 2° dia (%) DPR (%) 
Especificação 

DPR (%) 

100 

98,08 101,83 

1,60 2,00 

98,19 101,65 

98,67 100,72 

98,44 100,61 

98,57 101,02 

98,04 101,89 

Fonte: Autoria própria. 
 

Pelos resultados obtidos, verifica-se que o método validado é preciso, 

fornecendo confiabilidade dos resultados obtidos.  

 

4.1.5 Faixa de trabalho 

 

A faixa de trabalho para a metodologia analítica foi estabelecida pela 

confirmação de que o método apresenta exatidão, precisão e linearidade adequados 

entre as concentrações de 0,40 mg/mL a 0,60 mg/mL de azitromicina, o que 

corresponde ao intervalo de 80% a 120% da concentração nominal da amostra no 

método analítico. 

 

 

 

 

 



19 

 

4.1.6  Robustez 

 

As variações testadas na robustez foram: tempo de extração, fluxo da fase 

móvel, composição e pH da fase móvel, filtros, estabilidade das amostras, temperatura 

e variação de lote da coluna. 

As alterações analíticas foram comparadas frente ao método sem alteração, 

quantitativamente através do cálculo da recuperação de azitromicina na Solução teste. 

Esta avaliação se refere à comprovação da robustez conforme os critérios de 

exatidão, demonstrando que a alteração proposta não resulta em diferença na 

quantificação do analito de interesse. 

Na Tabela 7 estão apresentados os dados para avaliação do impacto das 

variações propostas no sinal analítico de maneira quantitativa. 

 

Tabela 7 - Avaliação quantitativa da robustez 

Condição 
Amostra Teste 

Especificação 
(%) Teor (%) 

Recuperação 
(%) 

Tempo de extração 5 min (original) 100,79 - 

98 – 102 

Tempo de extração 4 min 100,51 99,72 

Tempo de extração 6 min 100,62 99,83 

Centrifugada (controle) 101,88 - 

Filtro PVDF 0,22 µm (descarte de 1 
mL) 

101,28 99,41 

Filtro PVDF 0,22 µm (descarte de 2 

mL) 
101,22 99,35 

Filtro PTFE 0,45 µm (hidrofílico) 

(descarte de 1 mL) 
101,28 99,42 

Filtro PTFE 0,45 µm (hidrofílico) 

(descarte de 2 mL) 
101,38 99,51 

Filtro PET 0,22 µm (descarte de 1 mL) 101,50 99,63 

Filtro PET 0,22 µm (descarte de 2 mL) 101,69 99,81 

Fluxo da fase móvel (original) 99,50 - 

Fluxo da fase móvel 0,95 mL/min 101,47 101,99 

Fluxo da fase móvel 1,05 mL/min 99,72 100,22 

Composição da fase móvel (original) 100,57 - 

Composição da fase móvel (Grad. 1) 102,28 101,70 

Composição da fase móvel (Grad. 2) 101,42 100,85 
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Tabela 7 - Avaliação quantitativa da robustez 

 (continua) 

Condição 
Amostra Teste 

Especificação 
(%) Teor (%) 

Recuperação 
(%) 

pH da fase móvel 8,80 98,76 98,89  

pH da fase móvel (original)* 100,39 -  

pH da fase móvel (9,00) 101,87 101,48  

Temperatura da coluna (original) 99,68 -  

Temperatura da coluna 44ºC 99,95 100,27  

Temperatura da coluna 46ºC 100,07 100,39  

Lote da coluna (original) 

SN 01753603713813 
100,61 -  

Lote da Coluna 

SN 01643427413842 
100,82 100,21  

Fonte: Autoria própria. 
 
Nota: As variações de pH foram realizadas em períodos diferentes e, portanto, possuem valores de 
controle diferentes. 
 

Os impactos qualitativos das alterações foram avaliados conforme os critérios 

de seletividade na Solução teste - degradação alcalina devido a maior proximidade do 

pico da degradação com o ativo. A Tabela 8 mostra a resolução entre os picos da 

degradação alcalina na Solução teste – degradação alcalina e azitromicina, para o 

método com e sem alteração. Para todas as condições avaliadas o valor de purity 

angle obtido foi menor que o de purity threshold, mostrando assim que não houve 

coeluição com o pico referente ao analito de interesse, indicando adequada separação 

cromatográfica. 

As informações referentes à avaliação qualitativa de possíveis interferências 

dos filtros são apresentadas logo abaixo. 
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Tabela 8 - Avaliação qualitativa de robustez 

Fonte: Autoria própria. 
 
Nota: As variações de pH foram realizadas em períodos diferentes e, portanto, possuem valores de 
controle diferentes. 
 

Teste de filtros – avaliação qualitativa 

 

A relação purity angle < purity threshold foi mantida para os filtros PVDF e 

PTFE. Com a utilização de filtro PET houve interferência do filtro no pico do ativo, 

obtendo inclusive visível coeluição no purity plot, desta forma, esse filtro não deve ser 

utilizado na rotina analítica. 

Na Figura 4 foi realizada a sobreposição dos cromatogramas da solução 

centrifugada juntamente com os demais filtros aprovados.  

 

 

 

 

 

 

Condição Resolução Especificação (%) 

Fluxo da fase móvel (original) 23,12 

1,50 

Fluxo da fase móvel 0,95 mL/min 23,08 

Fluxo da fase móvel 1,05 mL/min 22,77 

Composição da fase móvel (original) 20,85 

Composição da fase móvel (Grad. 1) 20,94 

Composição da fase móvel (Grad. 2) 20,59 

pH da fase móvel (original)* 17,49 

pH da fase móvel 8,80 21,78 

pH da fase móvel (original)* 23,00 

pH da fase móvel (9,00) 23,07 

Temperatura da coluna (original) 22,74 

Temperatura da coluna 44ºC 22,91 

Temperatura da coluna 46ºC 22,80 

Lote da coluna (original) SN 01753603713813 20,85 

Lote da Coluna SN 01643427413842 20,12 
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Figura 4 – Cromatogramas do teste de filtro 

  

 

Pela Figura 4 é observado que não há interferência de nenhum dos filtros uma 

vez que todos apresentam o mesmo perfil que a solução centrifugada próximo e no 

tempo de retenção do ativo. Assim ambos filtros podem ser utilizados na rotina 

analítica, mantendo o volume de descarte de 1 e 2 mL.  

 

Estabilidade de Soluções 

 

Para a determinação da estabilidade das soluções teste e padrão as mesmas 

foram mantidas sob refrigeração à 5°C e ao abrigo da luz. As soluções foram avaliadas 

nos períodos de 0, 9, 17 e 25 horas.  

Na Tabela 9 estão apresentados os resultados da recuperação média das 

soluções teste utilizadas em cada período analisado. E na Tabela 10 os resultados 

para a solução padrão.  

 
Tabela 9 – Estabilidade da solução teste 

Tempo de coleta Teor (%) Recuperação (%) 
Limite  

inferior 

Limite  

superior 

0 horas  100,8 N/A 

98,7 102,8 
9 horas  101,3 100,6 

17 horas 101,3 100,6 

25 horas 100,1 99,3 

Fonte: Autoria própria. 

SampleName: Solução Teste MP centrifugada 
SampleName: SolTeste MP PTFE 1mL 
SampleName: Sol Teste MP PVDF 2mL 
SampleName: Sol Teste MP PVDF 1mL 
SampleName: Sol Teste MP PTFE 2mL 

A
U
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Na Figura 5 estão plotados os valores de limites superiores (LS) e inferiores (LI) 

e os teores obtidos a cada tempo de análise da solução teste e na Figura 6 para a 

solução padrão.  

 

Figura 5 – Estabilidade das soluções Teste – Recuperação versus tempo 

 
Fonte: Autoria própria.  

 
Tabela 10 – Estabilidade da solução padrão 

Tempo de coleta Recuperação (%) Recuperação (%) 
Limite  

inferior 

Limite  

superior 

0 horas  100,0 N/A 

98,0 102,0 
9 horas  100,4 100,4 

17 horas 99,8 99,8 

25 horas 99,9 99,9 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 6 – Estabilidade das soluções Padrão – Recuperação versus tempo 
 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Com os dados apresentados, verifica-se que a recuperação da solução teste e 

da solução padrão se manteve dentro da faixa dos limites superior e inferior durante 

todo o período analisado. A variação entre o tempo 0 e o final da análise ficou dentro 

da faixa de recuperação da exatidão que é de 98,0 a 102,0%. Assim, se mantida sob 

refrigeração à 5°C as soluções podem ser utilizadas até o período máximo de 25 

horas. Para a rotina de trabalho esse tempo pode ser utilizado com confiança 

principalmente na recuperação de soluções controle ao final da análise, mas 

recomenda-se o preparo das soluções teste antes de sua injeção. 

 

4.2 Validação de substâncias relacionadas de azitromicina na matéria-prima 

 

4.2.1 Seletividade 

 

Para a avaliação da seletividade do método, foi utilizado o padrão Azithromycin 

identification mixture fornecido pela farmacopeia americana – USP, o qual 

corresponde a uma mistura da azitromicina e algumas impurezas descritas no método 

farmacopeico. A Figura 7 corresponde ao cromatograma da solução proveniente do 

padrão de Azitromicina mistura de identificação. 
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Figura 7: Cromatograma azitromicina mistura de identificação 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Pela Figura 7 é possível verificar que o método é capaz de separar todas as 

impurezas presentes no padrão utilizado. Dentre as impurezas descritas no 

procedimento 2 da USP 41, este padrão não possui as impurezas H (3’-N--{[4-

(Acetamilamino)fenil]sulfonila}-3’-demetillazitromicina e impureza 1 (3’-N-{[4-

(acetilamino)fenyl]sulfonila}-3’,3’-didemetilazitromicina). De acordo com o tempo de 

retenção relativo (TRR) citado pela farmacopeia, a impureza 1 elui com parcial 

sobreposição frente a impureza J, e a impureza H elui entre as impurezas N e A. 

Para verificação da separação dessas impurezas com as demais, elas foram 

injetadas separadamente. Na Figura 8 está a sobreposição dos cromatogramas das 

impurezas F, J, 1, I, N, H e A, todas as impurezas foram avaliadas na concentração 

da especificação, compreendendo as especificações de 0,5%, 0,7%, 0,3% e 0,15%, 

respectivamente. 
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Figura 8: Sobreposição dos cromatogramas das impurezas 

 

 

Com os dados da Figura 8, verifica-se que tanto a impureza 1 quanto a 

impureza H reproduziram internamente tempo de retenção ligeiramente inferior ao 

descrito na monografia farmacopeica. A impureza 1 aparece no cromatograma entre 

as impurezas F e J, e a impureza H coelui com a impureza N. Foi realizada a 

fortificação do padrão de Azitromicina mistura de identificação com essas impurezas 

a fim de observar o perfil cromatográfico, os resultados estão apresentados na Figura 

9. 

Figura 9: Ampliação do cromatograma padrão de mistura de identificação 

fortificado com impurezas 1 e H 

 
Fonte: Autoria própria. 
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A Figura 9 apresenta a ampliação na região de eluição das impurezas F até A, 

verifica-se que a impureza 1 mostra-se resolvida entre as impurezas F e J. A resolução 

obtida em relação ao composto F é de 1,39 e a relação pico/vale de 12,82. 

Considerando que a avaliação de system suitability da metodologia requere a relação 

pico/vale superior a 1,4 entre as impurezas F e J, ainda com a presença da impureza 

1 entre elas, obtém-se essa relação entre as impurezas F e 1. Desta forma, a presença 

da impureza 1 na matéria-prima pode ser identificada com segurança e sem 

comprometer a quantificação das demais. 

Já com a adição da impureza H, ocorre coeluição dos picos das impurezas C, 

N e H, devido a sua maior intensidade e seu tempo de retenção se sobrepor ao da 

impureza N. Mas, como pode ser visualizado na Figura 7, as impurezas C e N, sem a 

presença da H, se separam entre elas.  

Tanto a impureza 1 quanto a H possuem em sua estrutura um grupamento 

sulfonil o que causa uma resposta superior as demais impurezas, bem como, um 

espectro de absorção no UV característico (Figura 10), podendo ser visualizada sua 

presença em relação as demais facilmente.  

 

Figura 10: Espectro de absorção 

no UV-vis de algumas impurezas 

Fonte: Autoria própria. 
 

Pela Figura 10 verifica-se a intensidade de sinal em torno de 260 nm para as 

impurezas 1 e H, facilitando assim sua identificação quando presentes. 
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Na Figura 11 está apresentado o cromatograma da solução azitromicina 

mistura de identificação fortificado com a impureza H evidenciando apenas as 

impurezas C, N e H bem como o espectro no ultravioleta desse sinal. 

 

Figura 11: Cromatograma e espectro UV para impurezas C, N e H 

Fonte: Autoria própria. 

 

De acordo com os dados apresentados acima, verifica-se que é possível 

diferenciar a presença da impureza H na solução pela sua intensa absorção em 263 

nm (Figura 10), mesmo ocorrendo coeluição com a impureza C e N. Porém, pela rota 

de síntese da matéria-prima do fabricante avaliado, a impureza H é impossível de ser 

obtida ao final da síntese do produto. Então mesmo com a limitação da metodologia, 

todas as impurezas passíveis de apresentação na matéria-prima podem ser 

quantificadas com segurança.  

A degradação forçada do ativo também foi avaliada agora utilizando a 

metodologia de substâncias relacionadas, podendo assim quantificar as impurezas 

geradas no estudo. Os resultados obtidos estão descritos abaixo. 

 

Tabela 11: Degradação forçada em meio químico – substancias relacionadas 

Tipo de 
amostra 

Teor 
(%) 

Imp. L 
(%) 

Imp. J 
(%) 

Imp. C 
(%) 

Imp. 
A (%) 

Imp. 
O (%) 

Imp. B 
(%) 

Imp. 
Desc. 
(%) 

Soma 
Imp. 
(%) 

Recup. 
(%) 

Controle 99,83 - - 0,13 0,10 0,10 0,40 - 0,73 - 

Ácido 85,60 - 12,42 - 0,09 0,08 0,34 0,15 13,07 98,12 

Oxidativo 82,25 16,33 - 0,10 0,07 0,08 0,32 0,09 16,99 98,69 
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Íons 
Metálicos 

100,09 - 0,05 0,13 0,08 0,11 0,40 0,10 0,87 100,40 

Básica 84,78 - 0,42 - - - - 3,92 4,34 89,12 

Fonte: Autoria própria. 
 

As degradações foram superiores a 10% do ativo nas condições ácida, básica 

e oxidativa, e na condição de estresse por íons metálicos a azitromicina demonstrou 

estabilidade. O ativo também demonstrou homogeneidade espectral em todas as 

soluções avaliadas, com purity angle menor que purity threshold. 

Em condição ácida a azitromicina apresentou como degradação principal a 

impureza J, em meio oxidativo a impureza L e em meio básico foram obtidas 

impurezas desconhecidas. Para as condições ácida e oxidativa as recuperações em 

relação à solução controle estiveram próximas de 100%, enquanto para o meio básico 

ficou em apenas 90%. A formação de impurezas nessa condição ficou em torno de 

4% enquanto a degradação do ativo chegou quase a 15%. 

A fim de realizar um estudo mais detalhado da degradação básica, foi realizado 

um novo estresse. Coletas com maior frequência foram realizadas até que houvesse 

degradação em torno de 10%. Os resultados estão apresentados na Tabela 12 e 

Tabela 13. 

 

Tabela 12: Resultados das soluções em estresse básico com coletas periódicas 

Tipo de amostra Teor (%) 
Impurezas 

conhecidas (%) 
Impurezas 

desconhecidas (%) 
Soma 

Imp. (%) 
Recuperação 

(%) 

Controle 99,45 0,75 - 0,75 - 

Básico 2 h 98,88 0,81 0,50 1,31 99,99 

Básico 4 h 98,12 0,68 0,91 1,59 99,51 

Básico 8 h 96,28 0,73 1,63 2,36 98,44 

Básico 12 h 93,87 0,73 2,18 2,91 96,59 

Básico 24 h 93,33 0,83 3,40 4,23 97,37 

Básico 48 h 89,98 1,66 5,41 7,07 96,86 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 13: Resultados das impurezas presentes na solução degradada pelo estresse básico 

Tipo de 

amostra 
L 

(%) 
M 

(%) 
F 

(%) 
J 

(%) 
I (%) 

C 
(%) 

A 
(%) 

O 
(%) 

B 
(%) 

Desc. 
RRT 
0,438 
(%) 

Desc. 
RRT 
0,454 
(%) 

Desc. 
RRT 
0,659 
(%) 

Desc. 
RRT 
0,695 
(%) 

Controle - - - - - 0,13 0,11 0,11 0,40 - - - - 
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Básico 2 h - - - 0,10 - 0,13 0,10 0,11 0,37 0,07 0,19 0,25 - 

Básico 4 h - - - - - 0,11 0,09 0,11 0,37 0,09 0,17 0,56 0,08 

Básico 8 h - - - - 0,09 0,09 0,07 0,11 0,36 0,13 0,21 1,15 0,13 

Básico 12 h - - 0,02 - 0,10 0,08 0,06 0,11 0,36 0,13 0,20 1,68 0,17 

Básico 24 h - - 0,03 - 0,27 0,07 - 0,11 0,35 0,15 0,17 2,88 0,20 

Básico 48 h 0,23 0,04 0,05 0,28 0,62 - - 0,10 0,33 0,15 0,22 4,85 0,19 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os dados reportam a inconsistência entre a queda de teor do ativo e a 

possibilidade de recuperação para fechamento do balanço de massas, a qual é 

potencializada ao longo do período de estresse. Os resultados de recuperação 

individual das impurezas (Tabela 13) indicam que tal comportamento se refere a 

degradações secundárias. Esta avaliação é coerente frente ao comportamento das 

impurezas A, B, C e O de síntese que, assim como azitromicina, apresentam redução 

de teor na amostra sob estresse. Mesmo as impurezas de degradação podem sofrer 

degradação secundária, impossibilitando o fechamento do balanço de massas. De 

acordo com os dados do estudo são reportados quatro produtos de degradação 

(impurezas desconhecidas) a partir de 4 horas de análise. Dentre estes, apenas o de 

tempo de retenção relativo (RRT) 0,454 mantem-se com baixa variabilidade, 

ocorrendo aumento para os demais no decorrer da análise. O pico com RRT 0,659 

corresponde ao produto majoritário da degradação básica e sua formação potencial 

permite justificar o término do estresse alcalino com 4 horas de exposição, neste 

período de estresse é possível recuperar o ativo em 98% e o nível do PD se apresenta 

acima do permitido para impurezas desconhecidas (0,2%). Assim como, com 4 horas 

de estresse, já são observadas degradações secundárias, a partir do 

desaparecimento da impureza J.  

Na Tabela 14 constam os resultados de teores e recuperações das degradações 

físicas (ultravioleta, umidade e temperatura).  

 

Tabela 14: Seletividade física 

Tipo de amostra Teor (%) Impurezas (%) Recuperação (%) 

Controle 98,56 0,74 - 

UV 98,22 0,76 99,68 

Umidade 98,95 0,71 100,35 

Temperatura 98,01 0,74 99,44 

Fonte: Autoria própria. 
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As condições de estresse por meios físicos não apresentaram degradação, 

obtendo teores para as impurezas semelhantes ao da solução controle. Desta forma 

é possível afirmar que a azitromicina é estável quando exposta em umidade, 

temperatura e luz ultravioleta. Em todos os casos, foi verificada homogeneidade 

espectral. 

 

4.2.2 Exatidão 

 

A avaliação da exatidão do método foi efetuada a partir de três níveis de 

concentração com três réplicas em cada nível, nos níveis de 0,10%, 1,00% e 1,20% 

da concentração nominal da solução teste (8,60 mg/mL), abrangendo o intervalo de 

concentração de 0,0086 mg/mL, 0,086 mg/mL e 0,1032 mg/mL de azitromicina. 

 

Tabela 15 – Exatidão 

ID. 
Recuperação 

(%) 
Média 

(%) 
Especificação 

média (%) 
DPR 
(%) 

Especificação 
DPR (%) 

Exatidão 0,10% 
101,21 

100,24 95-105 1,14 ≤3,7 98,98 

100,52 

Exatidão 1,00% 
102,29 

100,59 97-103 1,80 ≤2,7 98,69 

100,78 

Exatidão 1,20% 
99,03 

99,34 97-103 0,35 ≤2,7 99,27 

99,71 
Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme os resultados apresentados na Tabela 15, tanto os valores individuais, 

quanto as médias de recuperação para azitromicina, nas concentrações avaliadas, 

estão de acordo com os critérios de aceitação estabelecidos para o parâmetro de 

exatidão em cada nível. Os valores de DPR também cumprem com as especificações. 

Sendo assim, o método analítico possui exatidão adequada nos níveis de 

concentração 0,0086 mg/mL à 0,1032 mg/mL.  
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4.2.3 Precisão 

 

Os resultados das análises de precisão 1° e 2° dia estão apresentados abaixo. 

 
Tabela 16 – Precisão 1º dia  

ID. Recuperação (%) Média (%) DPR (%) Especificação DPR (%) 

0,10% 
100,19 

100,65 1,98 ≤3,7 102,84 

98,93 

1,00% 
101,90 

101,40 0,56 ≤2,7 101,51 

100,78 

1,20% 
101,05 

99,54 1,93 ≤2,7 97,37 

100,20 
Fonte: Autoria própria. 

 

Os resultados da precisão 2º dia estão apresentados na Tabela 17 e pode-se 

observar que o desvio padrão relativo (DPR%) em todos os níveis de concentração 

estão de acordo com o critério de aceitação. 

 

Tabela 17 – Precisão 2° dia 

ID. Recuperação (%) Média (%) DPR (%) Especificação DPR (%) 

0,10% 
100,22 

99,38 1,45 ≤3,7 97,72 

100,21 

1,00% 
97,98 

98,96 1,10 ≤2,7 100,14 

98,75 

1,20% 

99,02 

98,43 1,19 ≤2,7 99,18 

97,08 
Fonte: Autoria própria. 

 

A Tabela 18 apresenta os dados necessário para determinação da precisão 

intermediária, o seu conteúdo expressa a proximidade entre os resultados obtidos da 

análise de uma mesma amostra no mesmo laboratório em pelo menos dois dias 
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diferentes, realizadas por operadores distintos, contemplando as mesmas 

concentrações e mesmo número de determinações. 

 

Tabela 18 – Precisão intermediária 

ID. Teor 1° dia (%) Teor 2° dia (%) DPR (%) Especificação DPR (%) 

0,10% 
100,19 100,22 

1,70 ≤6,0 102,84 97,72 

98,93 100,21 

1,00% 
101,90 97,98 

1,54 ≤4,0 101,51 100,14 

100,78 98,75 

1,20% 
101,05 99,02 

1,57 ≤4,0 97,37 99,18 

100,20 97,08 

Fonte: Autoria própria. 

 

Conclui-se que o método é preciso uma vez que a proximidade dos resultados 

das duas precisões para azitromicina cumpre com os critérios de aceitação 

estabelecidos para o parâmetro. 

 

4.2.4 Limite de quantificação 

 

O limite de quantificação da metodologia de substâncias relacionadas foi 

comprovado pelos resultados obtidos no nível de 0,10%. Foram encontrados 

resultados dentro do especificado, com a precisão e exatidão necessária. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

Com os resultados obtidos com todas as análises realizadas, foi possível validar 

as metodologias para quantificação do teor de azitromicina de maneira robusta, com 

precisão, exatidão, seletividade e resultados lineares, assim como a de substâncias 

relacionadas do mesmo ativo, quantificando também as impurezas de maneira 

precisa, exata e seletiva. Foi possível identificar os pontos de instabilidade do ativo 

para que medidas de cuidados sejam tomadas durante a manipulação, evitando 

assim, problemas com o produto final.  
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ANEXO A - Monografia oficial da USP 41 para análise de azitromicina matéria-

prima. 
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ANEXO B - Metodologia analítica para doseamento de azitromicina em 

matéria-prima 

Sistema Cromatográfico 

Fase Móvel: Gradiente conforme tabela 1 

Soluções Limpeza: Coluna: Acetonitrila 10% 

Injetor: Acetonitrila 70% 

Fluxo: 1,0 mL/min 

Volume de Injeção: 50 µL 

Coluna: Waters Xbridge C18 250 mm x 4,6 mm x 5 µm 

Temperatura da Coluna: 45°C 

Temperatura injetor 5°C 

Detector: Tipo: UV/Vis 

Comp. de Onda: 210 nm 

Freq. de Aquisição: 2 Hz 

Slit Width: 8 nm1 

Tempo de Retenção: Aproximadamente 28 minutos 

Tempo de Corrida: 36 minutos 

1: Para análises onde será avaliada a pureza espectral, utilizar o Slit Width de 1,2 nm. 

Tabela 1 – Gradiente. 

Tempo  
(min) 

Solução A  
(%) 

Solução B  
(%) 

0 40 60 

5 40  60  

30 33 67 

31 40 60 

36 40 60 

Preparo das Soluções 

Solução A 

Transferir 1,80 g de fosfato de sódio dibásico anidro em 1000 mL de água, ajustar o pH para 

8,9 com hidróxido de sódio diluído ou ácido fosfórico diluído e filtrar. 

Solução B 

Fazer uma mistura de Acetonitrila e Metanol na proporção 3:1, homogeneizar e desgaseificar. 

Solução C 

Dissolver 1,73 g de fosfato de amônio monobásico em 1000 mL de água e ajustar o pH para 

10,0 com hidróxido de amônia. 

Diluente (Solução D) 

Fazer uma mistura de Metanol, Acetonitrila e Solução C na proporção 7:6:7, homogeneizar e 

desgaseificar. 

Preparo das Amostras 
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Solução Padrão 1 e 2 

Transferir 5,0 mg do padrão de Azitromicina anidra (corrigir a pesagem de acordo com a 

potência do padrão) para balão volumétrico de 10 mL, adicionar cerca de 5 mL de diluente e 

levar ao ultrassom por 5 minutos ou até completa solubilização do padrão. Aguardar a solução 

retornar a temperatura ambiente, completar o volume do balão volumétrico com diluente, 

homogeneizar por inversão e filtrar utilizando membrana PVDF de 0,22 µm hidrofílica, com 1 

a 2 mL de descarte. [Azitromicina] = 500 µg/mL 

Solução Teste 1 e 2 

Transferir o equivalente a 25 mg de Azitromicina anidra para balão volumétrico de 50 mL, 

adicionar cerca de 40 mL de diluente, deixar no ultrassom por 5 minutos ou até completa 

solubilização da amostra. Aguardar a solução retornar a temperatura ambiente, completar o 

volume do balão volumétrico com diluente, homogeneizar por inversão e filtrar utilizando 

membrana PVDF de 0,22 µm hidrofílica, com 1 a 2 mL de descarte. [Azitromicina] = 500 µg/mL 

Solução Controle 

Utilizar Solução Padrão 1 e 2 como Soluções Controle. 

 

Especificação  

O teor de Azitromicina na solução teste deve estar entre 94,5 a 103,0% em base anidra. 

Observação: Como referência para a especificação foi utilizada a Farmacopeia Americana USP 41. 

 

 


