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RESUMO

O acido ascorbico, € uma substancia detentora de varias funcbes essenciais
para o organismo humano, como a otimizagao do sistema imunolégico, inativacao de
espécies reativas de oxigénio, participagdo na producao do colageno entre outras.
Para a producao de tal suplemento em uma industria farmacéutica, € necessario a
realizagcdo do controle de qualidade. Com isso, a validagdo de método analitico
convém para comprovar que os testes aplicados atendam aos requisitos para a sua
utilizacdo na rotina laboratorial. Este trabalho teve como objetivo a realizagcdo da
validacao total de um método de doseamento do comprimido de vitamina C 500 mg
por CLAE, a fim de garantir que sua utilizacdo no LAFEPE sera adequada. Os
parametros avaliados foram: Seletividade, Linearidade, Exatiddo, Precisdo e
Robustez e os resultados obtidos para os mesmos, estdo dentro dos requisitos
especificados. Portanto, segundo a ICH Q2 (R1), a metodologia apresentada
demonstrou ser seletiva, exata, precisa, linear e robusta.

Palavras-chave: Vitamina C, acido ascorbico, validagao analitica, controle de
qualidade, CLAE.



ABSTRACT

Ascorbic acid is a substance that has several essential functions for the human
body, such as the optimization of the imune system, inactivation of reactive oxygen
species, participation in the production of collagen, among others. For the production
of such a supplement in a pharmaceutical industry, quality control is required. T hus,
the validation of the analytical methods is adequate to prove that the application of
these tests meet the requirements for its use in the laboratory routine. The aim of this
work was to perform the complete validation of a dosage method of the 500 mg vitamin
C tablet by HPLC, in order to ensure that its use in LAFEPE is appropriet. The
evalueted parameters were: Selectivity, Linearity, Accuracy, Precision and
Robustness, and the results obtained are within the specified requirements. Therefore,
according to ICH Q2 (R1), the presented methodology proved to be selective,

accurate, precise, linear and robust.

Keywords: Vitamin C, ascorbic acid, analytical validation, quality control, HPLC.
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1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, em que uma nova doencga surge e se dissemina a ponto de
virar uma pandemia, torna-se cada vez mais propicia a procura pelo uso de
substancias que auxiliam o nosso corpo a combater agentes infectantes (OLIVEIRA
et al, 2021; JESUS et al, 2021). Em paralelo, a pesquisa, desenvolvimento e validagcao
de novos métodos analiticos sdo capazes de garantir o controle de qualidade na
fabricacdo de produtos farmacéuticos, comprovando que sdo adequados para garantir
a confiabilidade nas analises e consequentemente na qualidade produto final
(SANTOS, BARROS E OLIVEIRA, 2016).

A vitamina C esta entre os compostos bioativos importantes para o
fortalecimento do sistema imunolégico, juntamente com as vitaminas B6, B12, D e E.
Tais substancias desempenham acdo na imunidade adaptativa e inata e,
consequentemente, exerce papel preventivo contra infecgbes do trato respiratério
(CALDER et al, 2020), como a causada pelo virus SARS-CoV-2.

Na literatura, estudos demonstraram a participagcdo deste micronutriente em
varios outros sistemas do organismo humano. No metabolismo, se apresenta como
cofator em reacdes de biossintese de catecolaminas, aminoacidos, colesterol e
hormonios peptideos. Ja no sistema vascular, foi encontrada a sua capacidade de
reducdo da taxa do desenvolvimento de aterosclerose. Na pele, promove a
estimulacdo da sintese de colageno e protecdo antioxidante contra os raios
ultravioletas. No sistema reprodutor, foi evidenciado o aumento da fertilidade em
homens em suplementac¢ao de vitamina C. Ademais, também foi retratado o possivel
efeito da substancia contra toxicidade de metais pesados (ANG et al., 2018; ZIYAE et
al., 2013; PULLAR, CARR e VISSERS, 2017; SHARMA et al., 2013, LIGHT, 2015,
MOHAMMED et al. 2013 e WIETEM et al. 2013).

Para que as células imunolégicas sejam ativadas eficientemente, € necessario
a obtencdo de aporte adequado de nutriente, ja que o déficit nutricional pode modificar
a normalidade do sistema imune, para isso € preciso uma alimentagado saudavel para
o ideal funcionamento do sistema em questdo (CHEN et al., 2021). Entretanto, a
industrializagdo colaborou para que houvesse uma mudanga nos padroes alimentares
(GILL M et al, 2015), e durante a pandemia da COVID-19, houve o aumento do
consumo de alimentos industrializados como: Comida congelada, salgadinhos,
chocolate e biscoitos (MALTA e GRACIE, 2020). Tal fato, concretiza uma alimentagao

inadequada, prejudicando a saude e proporcionando a deficiéncia de substancias
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como as vitaminas. Com isso, a suplementacdo da vitamina C se torna de grande valia
para a saude humana.

O surgimento da Politica Nacional de Medicamentos e a chegada dos genéricos
no Brasil, possibilitou o maior acesso a medicamentos pela populagcédo e
consequentemente, causou a elevacao da competitividade no mercado farmacéutico,
e das preocupacdes para os 0rgaos sanitarios, os quais exigiram de forma mais ardua
a certificacao de que os fabricantes estdo produzindo produtos seguros e ef icazes
(ARAUJO, et al, 2010 e QUENTAL, et al, 2008). Por isso, a qualidade das atividades
analiticas € de suma importancia, pois esta presente em todas as etapas que o
medicamento é submetido desde a sua fabricacao, até o produto acabado.

A validacado de um método analitico, se baseia em ensaios que séo realizados
para comprovar que tal método é capaz de cumprir 0s requisitos minimos para seu
funcionamento requerido. Este procedimento utiliza de alguns parametros para avaliar
o desempenho do que esta sendo testado. Sao eles: precisao, seletividade, robustez,
exatidao e a linearidade (BRASIL, 2017).

Dada a importancia deste insumo para diversas aplicagoes, neste trabalho,
buscou realizar o doseamento deste micronutriente com uso da Cromatografia Liquida
De Alta Eficiéncia (CLAE) por meio de validacao e desenvolvimento de metodologia

analitica, no Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE).
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2 JUSTIFICATIVA

Com a intensa globalizacdo e o aumento da competitividade, a industria
farmacéutica enfrenta novos desafios para se destacar no mercado mundial. Ademais,
a fim de assegurar a seguranca, eficacia e qualidade dos produtos que chegam ao
consumidor € de suma importancia a existéncia do controle de qualidade neste ramo
(ROCHA e GALENDE, 2014).

Segundo a RDC n° 658 de marco de 2022, o Controle de Qualidade (CQ) é a
parte das boas praticas de fabricacdo referente a coleta de amostras, as
especificagcdes e a execucgao de testes, além da organizacao, a documentacao e aos
procedimentos que garantam que os testes necessarios sejam executados, € que os
produtos nao sejam liberados para uso, até que a sua qualidade tenha sido
considerada satisfatoria. Na sua sec¢ao lll, artigo 14, alega que um dos requerimentos
basicos para arealizagdo do CQ, € que os métodos analiticos sejam validados (Inciso
[I).

Os métodos analiticos desempenham papel fundamental na rotina do controle
de qualidade, ja que permitem avaliar a conformidade dos resultados de identificacdao
e quantificacao dos analitos com as especificagcoes definidas de acordo com o produto
ou processo. Para que um método seja implementado na rotina, ele deve ser validado.
A validacao de um método analitico € o processo que atesta que o mesmo é adequado
ao fim a que se destina (LEITE, 2008; BRASIL, 2017).

O Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), planeja a
producao do suplemento alimentar de 4cido ascorbico na forma de comprimido de 500
mg do ativo. Com isso, para a realizacdo do controle de qualidade do produto
acabado, a utilizacdo de método analitico baseado na Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) na rotina laboratorial, se torna apropriada, visto que tal método
possui tempo reduzido de analise, alta eficiéncia, automacdo, dentre outras
vantagens.

A validacao total do método de doseamento do suplemento alimentar Vitamina
C 500 mg, seguira os parametros do documento ICH Q2 (R1), o qual dispde sobre a

validagcao analitica de medicamentos e suplementos alimentares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comprovar que a metodologia para doseamento do teor do produto acabado
(Vitamina C 500 mg comprimido revestido) por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), atende aos parametros da validacdo para suplementos

alimentares, de acordo com o documento ICH Q2 (R1).

3.2 Objetivos especificos
Analisar os seguintes parametros da validagédo do método cromatografico para

doseamento do produto acabado Vitamina C 500 mg comprimido revestido:

° Seletividade;
° Linearidade;
° Preciséo;
° Exatid&o;

° Robustez.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Vitamina C:

A vitamina C mostrou a sua importancia ao mundo com o aparecimento do
escorbuto, foi descrito pela primeira vez em 500 a.C. por Hipdcrates. Varias descricoes
acerca da doenca a qual se caracteriza por hemorragias, alteragdes das gengivas e
queda da resisténcia a infecgdes, ou seja, deficiéncia no sistema imunolégico,
causadas pela inadequada ingestao de vitamina C, foram encontradas em hierdglifos
egipcios datados de cerca de 300 a.C (VANNUUCCHI e ROCHA 2012)

O acido ascorbico, também conhecido como vitamina C, € um antioxidante
hidrossoluvel, o qual exerce papel imprescindivel para a fisiologia do corpo humano.
No organismo, encontra-se na forma reduzida, o proprio acido ascorbico que no pH
fisioloégico esta na forma de anion ascorbato, e a oxidada, o acido dehidroascérbico
(DHA) (KOCOT et.al, 2017) como indica na figura 1:

Figura 1 - Oxidacgao do acido ascérbico em acido dehidroascorbico

OH OH
HO O 0 |
\/ Oxidacao HO 2 O
i / P +2H "+ 2~
' (. \ Reciclagem ; \
/ // \
HO OH 0O 0O
Acido ascorbico (AsA) Acido dehidroascérbico (DHA)

Fonte: RABELO, 2016

A maior parte da vitamina C adquirida na dieta é proveniente de frutas e
vegetais, sendo suas principais fontes as frutas citricas, como acerola, laranja,
tangerina, liméo, etc. Também esta presente em legumes como o tomate, couve,
pimentao e brocolis (RIGHETTO, 2003; PINEDO, 2007; LEE et al., 2000).

E importante salientar, que grande parte das vitaminas hidrossoluveis, incluindo
0 acido ascorbico, ndo sdo armazenadas no corpo, sendo eliminadas através da urina

sob forma inalterada, bem como, quantidades pequenas sao eliminadas nas fezes,
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pelo suor e por via respiratéria, através do CO2 (CAVALARI et.al, 2018).

Consequentemente, existe a necessidade da administracdo diaria destas substancias.

A vitamina C tem efeito protetor na oxidacgao celular, ja que é capaz de reduzir

os radicais livres produzidos durante processos metabdlicos. Tal propriedade, se deve

ao fato da alta capacidade de doar elétrons, ou seja, de oxidar, e poder voltar a sua
forma reduzida, que é a sua forma ativa (HUAMANI et al, 2018).

Tal substancia tem mostrado efeito modulatério do sistema imunoldgico
(OUDEMANS et al, 2014). Dentre todas as vitaminas, o Acido Ascorbico (AA) fornece
um dos mais significativos efeitos sobre o sistema imune. Estudos relataram que o
micronutriente pode aumentar os niveis plasmaticos de imunoglobulinas do tipo IgG e
IgM (YAO, 2014). Além do mais, pesquisas revelam que as suas acgdes reguladoras
de genes, podem desempenhar um papel importante na fungdo imunomoduladora dos
linfocitos (CARR e MAGGINI, 2017).

Os estudos referentes aos efeitos da ingestdo da vitamina em questdo no
sistema imunologico foram iniciados por Linus Pauling. Ele realizou ensaios clinicos e
metanalises que indicaram grande influéncia da substancia na prevencgao e redugao
de sintomas do resfriado comum, reforcando entdo o seu papel na imunidade
(SANTOS et al., 2017).

Foi relatado em estudo, que devido ao efeito antioxidante da vitamina e a sua
capacidade de reduzir infecgbes no trato respiratorio, seu uso pode trazer beneficios
no tratamento de pacientes com COVID-19 (Lima et al.,2020). Na analise de 12
estudos com 1766 pacientes internados em UTI, foi possivel observar que este
micronutriente reduziu a duragcao da internagdo em 8%. Ja em outra analise, oito
estudos relataram que a vitamina reduziu o periodo de ventilagdo mecéanica (JESUS
et al, 2021).

O acido ascorbico atua como cofator para a enzima dopamina beta-hidroxilase
na via de sintese das catecolaminas, a qual é responsavel pela conversiao de
dopamina e adrenalina. Outra enzima que sofre o efeito desta substancia, € a tirosina
hidroxilase, que sofre aumento na sua formacgado, e consequentemente, das
quantidades de dopamina no organismo. Portanto, a vitamina C interfere de forma
ativa na producgéao de tais catecolaminas, que sao indispensaveis para a contragcao do
musculo cardiaco (POURMAND; MAZER-AMIRSHAHI, 2018).
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4.2 Desafios nutricionais

Um dos grandes problemas da populagcdo mundial na atualidade ¢é a deficiéncia
de nutrientes, conhecida como “fome oculta". Em um estudo foi realizada a avaliagao
do custo beneficio dos nutrientes presentes nos alimentos consumidos no Brasil. Foi
constatado que a vitamina C foi o nutriente mais barato a ser inserido na dieta
brasileira, e com R$ 0,01 é possivel suprir 30% das necessidades diarias dessa
substancia (SIQUEIRA et al., 2020).

O acesso a alimentos saudaveis esta relacionado as condi¢oes financeiras
familiares. Ademais, uma nutricdo adequada depende, entre outros aspectos, do
conhecimento dos tipos e caracteristicas dos alimentos que os tornam menos
saudaveis, o facil acesso e proximidade com os mercados, os habitos alimentares
desenvolvidos durante a vida baseado nas preferéncias do paladar e problemas de
saude (BRASIL, 2014).

No contexto da pandemia causada pelo virus SARS- coV-2, a comercializagao
e 0 acesso aos alimentos ficaram enfraquecidos, ja que foram tomadas medidas
preventivas de distanciamento social. Isso acabou impactando a populagdo mais
vulneravel em relagao a oferta de alimentos in natura e minimamente processados
(SINHA et al, 2020). Em situacao de fragilidade econémica, a populagcao recorre a
escolha de alimentos mais baratos, normalmente os ultraprocessados, possuidores
de alto teor de gordura e agucares, porém deficientes de nutrientes benéficos a saude
(ZAGO, 2021), como o acido ascorbico.

4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) consiste na utilizagdo de
colunas com particulas micrométricas na fase estacionaria, 3 a 10 um, para que assim
a area superficial seja grande e, consequentemente, ocorra 0 aumento da eficiéncia
das separacoes. A passagem da fase movel passa agora a ter o aumento da
resisténcia por conta do tamanho das particulas, sendo necessario entdao, o uso de
um sistema de bombeamento pressurizado, pressées de 1 a 40 MPa, para que a fase
movel alcance uma boa vazdo e se obtenha separagdes com otima resolugao
(SKOOG e colaboradores, 2006).

A fase estacionaria consiste em pequenas particulas presentes no interior das
colunas cromatograficas (cilindros que podem ser de ago ou de vidro). Ja a fase movel,

€ composta por solventes devidamente selecionados e eluidos, que arrastam a
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amostra em analise em direcdo a coluna e posteriormente ao detector. As amostras
vao possuir maior ou menor afinidade pela a fase estacionaria em detrimento da fase
movel por conta das suas caracteristicas, o que resulta em diferentes tempos de
retencdo das mesmas dentro da coluna, ocorrendo a separagcdo que se deseja.
(LANCAS, 2009). Os componentes essenciais do sistema de um sistema de CLAE

estao na figura 2:

Figura 2- Componentes essenciais do sistema de CLAE

Detector
Injetor Cokin
I ’\(P/; =} |
e Separacao
Fase Movel Descarte de
D Fase Movel

A B

Injecaoc da amostra

Aquisicd@o e Processamento

Legenda: A) Reservatorio de fase movel; B) Bomba de alta presséao; C) Injetor de amostra; D)

Coluna cromatografica; E) Detector; F) Sistema de aquisicdo de dados (BEDOR, 2007).

Em relacdo as eluicdes em CLAE, existem dois tipos: isocratica, em que a
composicao da fase moével ndo é alterada e gradiente, onde a composicao da fase
movel varia com o tempo. A primeira € mais simples, ja que um sistema de
instrumental simples de CLAE pode utiliza-lo, além de que as linhas base do
cromatograma sao mais estaveis, e o tempo de recondicionamento das colunas é
menor. Ja a eluicao gradiente requer um sistema de bombeamento mais sofisticado,
para que permita mudanca nas vazodes, ou proporg¢des, dos solventes, e o tempo de
recondicionamento da coluna é maior (RESQUE, 2022).

A HILIC, Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography ou cromatografia de
interacdes hidrofilicas, € uma forma de cromatografia que utiliza uma fase estacionaria
polar, ou como por exemplo, a silica pura, e uma fase movel contendo uma mistura
de agua e um solvente organico, normalmente acetonitrila € o mais utilizado. Neste
método, a agua se torna o solvente com maior forga de eluigdo e, consequentemente,
o aumento do teor de agua na fase mével, diminui os tempos de retencao dos analitos,

diferindo da Cromatografia em Fase Reversa (CRF). Com isso, grande numero de
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compostos que apresentam pouca ou nenhuma retengdo na CRF podem ser isolados
por HILIC. Outras vantagens da HILIC podem ser citadas, como a maior preservagao
da fase estacionaria pelo uso de menor quantidade de agua na fase mével, evitando
deterioracao da sua superficie e a diminuicdo da pressao do sistema visto que a fase
movel possui alta concentragao de solvente organico, diminuindo a sua viscosidade
(MCCALLEY, 2010; PESEK, 2011).

Os detectores mais utilizados na CLAE sao os espectrofotométricos (UV/Vis) ,
como o utilizado no presente trabalho. Tais detectores detectam substancias com
grupamento cromoforo, os quais, sdo grupos funcionais organicos e inorganicos
insaturados que absorvem na regido do infravermelho, ultravioleta ou visivel.
Consistem de uma célula de fluxo localizada apds a coluna cromatogréfica, a qual €
atravessada constantemente por radiagcdo UV e é recebida no detector. As
substancias sao entao, eluidas da coluna, passam pela célula de fluxo e absorvem a
radiagcdo, o que resulta em alteracées mensuraveis no nivel de energia (BRASIL,
2022).

Esta técnica tem sido muito explorada nas industrias farmacéuticas,
alimenticias e quimicas, por conta de sua vasta aplicabilidade no desenvolvimento e
controle de qualidade de diversos produtos (MALDANER, COLLINS e JARDIM, 2010).
A miniaturizagdo dos componentes dos sistemas cromatograficos, bem como a
divisdo em maddulos, proporcionou o barateamento dos equipamentos, o que facilitou
a aquisicao destes pela industria farmacéutica, assegurando que a CLAE se tornasse
uma das principais técnicas de quantificagdo de substancias nesta area (VALECIO,
2018).

4.4 Controle de qualidade naindustria farmacéutica

O controle de qualidade faz parte das boas praticas de fabricagdo, sendo
responsavel pela realizagcdo de testes e liberagcdo ou reprovacado de um determinado
lote de medicamentos. Com sua realizagcao, € possivel comprovar que tal produto
possui qualidade através da comparagdo com os valores padronizados nas
especificagbes farmacopeicas (RDC 658- ANVISA).

A avaliacdo da qualidade de formas farmacéuticas solidas envolve a
determinacao do teor do principio ativo presente no comprimido, ou seja, a quantidade
do farmaco que esta no produto acabado. Outro teste que também deve ser realizado

€ a uniformidade de dose, a fim de avaliar a quantidade do componente ativo em
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unidades individuais do lote e verificar se tal quantidade é uniforme nas unidades
testadas. Tais avaliagcbes sdo de extrema importancia, j4 que quantidades muito
baixas do ativo podem representar dose subterapéutica, bem como quantidades muito
elevadas podem levar a casos de intoxicagdo medicamentosa (ANVISA, 2019).

O ICH, International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceutical for Human Use, ou em portugués, Conselho Internacional de
Harmonizacao de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos de uso humano,
consiste em uma iniciativa de harmonizacao regulatéria global de requisitos técnicos
para medicamentos de uso humano com a participagdo principal de autoridades
regulatorias, incluindo a ANVISA, industrias e varias organizagdes internacionais. O
ICH Q2 (R1), € um guia que discute as caracteristicas a se considerar durante a
validac&o analitica (ICH, 2022).

4.5 Validacdo de método analitico na industria farmacéutica

Segundo a RDC 166 de 2017, a validagcdo analitica consiste na avaliagao
sistematica de um método através de ensaios experimentais para a confirmagao e de
que os requisitos especificos para seu uso pretendido sdo atendidos. Deve
demonstrar entdo, que o método analitico produz resultados confiaveis, sendo
adequado para a sua utilizacao a finalidade a que se destina, de forma documentada
e mediante critérios objetivos.

A necessidade de garantir a qualidade dos resultados obtidos através de uma
metodologia analitica e sua eficiéncia no dia a dia laboratorial, esta relacionada com
a confiabilidade que esta sendo cada vez mais exigida pelos érgaos sanitarios, e &
confirmada pela validagcdo (RIBANI et al., 2004).

A realizagcdo da validagdo é de extrema importancia dentro da industria
farmacéutica, sendo a sua execugdao uma atribuicdo da producido e controle de
qualidade (RDC 658). Em um programa de garantia de qualidade estruturado, a
realizacao de tal procedimento representa um fator critico na validagao do processo
de producao (SOARES et al., 2005).

No trabalho em questdo, foi realizada uma validagdo total do método de
determinacéao de teor de acido ascorbico em comprimidos, através da CLAE, a fim de
avaliar as condi¢des laboratoriais para a realizagcdo da técnica no LAFEPE. Sao
avaliados os seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisao, exatidao e

robustez. Se o método existisse em compéndio oficial, poderia ser realizada uma
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validacao parcial, avaliando pelo menos a seletividade, preciséo e exatiddo (RDC
166).

4.6 Método Indicativo de Estabilidade

Os Métodos Indicativos de Estabilidade (MIEE), sdo indicados para a realizacao
de analise de amostras de estabilidade, capazes de detectar ao longo do tempo,
mudancas nas propriedades fisicas, quimicas ou microbiolégicas de uma substancia
e mensuram com exatidao o teor do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA), produtos de
degradacao e outros componentes de interesse, sem interferéncia (BRASIL, 2012).

Estes, devem ser utilizados nas analises de estabilidade, que sao estudos
projetados para testar e prover evidéncia quanto a variagao da qualidade do IFA ou
medicamento em fun¢do do tempo, sofrendo influéncia de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, bem como as propriedades fisicas e quimicas do IFA e
excipientes, a fim de estabelecer o prazo de reteste ou o prazo de validade do IFA e
do medicamento (BRASIL, 2019).

A RDC N2 412, de agosto de 2020, traz definicdbes dos tipos de estudo de

estabilidade, s&o eles:

- Estudos de estabilidade acelerada: Ocorre aumento da taxa de
degradacao quimica ou mudanga fisica da substéancia ativa ou produto
acabado através do armazenamento em condigoes criticas.

[l- Estudo de estabilidade de acompanhamento: Realizado para assegurar
que o produto mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas
e microbioldgicas, seguindo os resultados obtido nos estudos de longa
duracao.

- Estudo de estabilidade de longa duracdo: O produto fica sob as
condi¢coes de armazenamento recomendadas, considerado o prazo de
validade.

V- Estudo de estabilidade em uso: Realizado através da simulagcdo das
condi¢oes reais de uso do produto, para assegurar que a sua qualidade
seja mantida nas condicbes de armazenamento e periodo

recomendados pelo fabricante.

Com isso, a monitorizagao da estabilidade € um dos métodos mais eficazes para

avaliacao, previsao e prevencao de problemas relacionados a qualidade do produto
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durante seu tempo de validade na industria farmacéutica, a estabilidade de
medicamentos e produtos farmacéuticos é imprescindivel para garantir a eficacia,

qualidade, e seguranca ao longo da sua vida util.

5 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado dentro do laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento pertencente ao Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE), dispondo de equipamentos e reagentes necessarios para a
realizacdo do processo de validagcdo. A técnica utilizada foi a de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE).

5.1 Condi¢Oes de analise

Para a realizagdo do doseamento do comprimido revestido de vitamina C 500
mg através da técnica da CLAE, foram ajustadas as seguintes condigdes
cromatograficas: a fase estacionaria, a fase movel, fluxo da fase movel, volume de
injecao (quantidade da amostra que foi injetada), temperatura da coluna/amostrador,
tipo de detector, o comprimento de onda utilizado, tempo de corrida, tempos de
retencdo do acido ascorbico e acido dehidroascérbico. Tais informagbes estao

contidas na Tabela 1:
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Tabela 1 - Condi¢des cromatograficas

Caracteristica Descricao
Técnica Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Fase estacionaria ZIC ® HILIC, PEEK (150 mm x 4.6 mm - 5 um, 200 A)
Fase movel Acetonitrila: Tampao Acetato de Aménio 100 mM (70:30)
Fluxo 0,5 mL/min.
Volume de injecao 5,0 uL
Tempo de corrida 12 minutos
Tempos de retencao Dehidroascorbato: cerca de 5,4 minutos;
Acido ascorbico: cerca de 8,2 minutos;
Temperatura da coluna/ 25°C
amostrador
Detector UV 240 nm

Fonte: Autoria propria

5.2 Preparo das solucgdes:

5.2.1 Solucdo Tampao Acetato de Amonio 100 Mm:

a) Pesou-se analiticamente 7,71 g de acetato de amoénio e transferiu-se para baldo
volumétrico de 1000mL;

b) Dissolveu-se em cerca de 800 mL de agua ultrapurificada;

c) Completou-se o volume com agua.

5.2.2 Fase mével:

a) Foi preparada uma solugao de 700 mL de acetonitrila e 300 mL da solugdo tampao
de acetato de aménio 100 mM. No caso, esta proporcao € para um litro de solucgao;

b) A solugcao preparada foi entdo homogeneizada, filtrada em membrana de 0,45 pm e

degaseificada.
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5.2.3 Solucéo padr&o Acido Ascorbico:

a) Pesou-se analiticamente 62,5 mg do padrdo de Acido Ascérbico e transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 25,0 mL;

b) Foram adicionados 10,0 mL de diluente, que consiste na fase modvel, e sonicou-se
por 10 minutos;

c) Completou-se o volume com diluente;

d) 5,0 mL da solucado preparada anteriormente foram retirados, com auxilio de pipeta
volumeétrica, e foram transferidos para um baldo volumétrico de 25,0 mL e completou-

se o volume com diluente para obter a concentracéo final de 500 pg/ mL.

5.2.4 Solucgéo padréao misto:
a) Pesou-se analiticamente 62,5 mg do padrédo de Acido Ascorbico e transferiu-se
quantitativamente para um baldao volumétrico de 25,0 mL;
b) Adicionou-se 10,0 mL de diluente, a fase movel, e sonicou-se por 10 minutos;
c) Completou-se o volume com diluente;
d) Pipetou-se 5,0 mL da solugdo anterior para baldo volumétrico de 25,0 mL e
adicionou-se 175,0 mg do padréo de Acido Dehidroascorbico;
e) Adicionou-se 10,0 mL de diluente, a fase mével e sonicou-se por 10 minutos;
f) Completou-se o volume com diluente para obter a concentragao final de 500 pg/ mL

de Acido Ascérbico e 7000 pg/ mL de Acido Dehidroascorbico.

5.2.5 Solucéo amostra:
a) Pesou-se 250,00 mg de amostra do ativo;
b) Transferiu-se quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-
se 50 mL de diluente, a fase modvel, e sonicou-se por 10 minutos;
c) Completou-se o volume com diluente e a solucéo foi filtrada;
d) Pipetou-se 5,0 mL da solugdo anterior para baldo volumétrico de 25 mL e

completou-se o volume com diluente para obter a concentracao final de 500 pug/ mL.

5.3 Parametros avaliados para validacao da metodologia analitica
A metodologia descrita para quantificagao da dissolu¢ao de acido ascérbico

(vitamina C) na concentragdo de 0,50 mg/ mL ou 500 pg/mL sera considerada
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validada, desde que sejam avaliados os parametros de seletividade, linearidade,

precisao, robustez e exatidao; conforme descrito no guia Q2 (R1) do ICH.

5.3.1 Seletividade

A seletividade da metodologia analitica deve ser demonstrada através da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, de forma inequivoca,
na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra e que possam
interferir na analise, como impurezas, diluentes e componentes da matriz (ICH Q2
(R1).

Foi verificada a seletividade do método através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos de: fase movel, solu¢cao padrdao acido ascorbico, solugao
padrao misto, solucdo amostra e solugao placebo, com base nas mesmas condi¢cboes
definidas pelo método, a fim de identificar possiveis fatores que podem interferir na

interpretacao dos cromatogramas.

5.3.2 Linearidade
Este parametro consiste na habilidade do método analitico em produzir
resposta analitica diretamente, ou por uma transformagao matematica bem definida,

proporcionais a concentrac¢ao do analito dentro de uma dada faixa (ICH Q2 (R1).

A linearidade para este método foi determinada analisando cinco diferentes
concentragdes (70%, 90%, 100%, 110% e 130%) de acido ascorbico, em triplicata, a
fim de se obter 3 curvas. Cada curva foi tratada por Analis e de Variancia (ANOVA)
para obtencao da equacao de reta. Com isso, foi verificado se a curva é linear e se ha

falta de ajuste. O procedimento esta descrito na Tabela 2:
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Tabela 2 - Procedimento da Linearidade

[] [] Acido Placebo 1° Pipeta 22
(%) (mg/ mL) ascorbico (mg) diluicdo = coletada | diluigéo
(mg) 12diluicdo
70% 0,35 7,0 50,0
90% 0,45 9,0 50,0
100% 0,50 500 450 50,0 5,0 25,0
110% 0,55 11,0 50,0
130% 0,65 13,0 50,0

Legenda: [ ]- Concentragao
Fonte: Autoria propria

Inicialmente foi realizado o preparo da solugédo mae, ou seja, a solugédo que ira
dar origem as solucdes filhas a partir da retirada de aliquotas da mesma. Para o seu
preparo, foram pesados analiticamente 500 mg de ativo, acido ascorbico e 450 mg de
placebo. Transferiu-se entdo, para baldo volumétrico de 200 mL e o volume foi

completado com diluente.

Para o preparo das solugoes filhas, pipetou-se a quantidade indicada na tabela
2, da solucao mae anteriormente preparada para o baldo correspondente. Para os
niveis de 70%, 90%, 110% e 130%, foram acrescentados 25 mL do diluente, sonicou-
se por 10 minutos e posteriormente completou-se o volume com diluente. Ja para o
nivel 100%, acrescentou-se cerca de 15 mL, e o restante do procedimento foi igual

aos outros niveis.
O ensaio da linearidade foi realizado entao, seguindo os passos subsequentes:

e Preparacao das 3 amostras para cada nivel de concentragcdo de acordo com a
tabela 2;

e FEfetuacdo da leitura em HPLC das amostras sintéticas nas diferentes
concentragdes propostas;

e Calcular a concentragao (mg/mL) de acido ascorbico nas amostras sintéticas;

e Tratar cada curva por Analise de Variancia (ANOVA) para obtencao da equacao
de reta.

e \Verificar se a curva € linear e também se ndo ha falta de ajuste.



25

5.3.3 Preciséao

A precisao avalia a proximidade entre os resultados obtidos provenientes de
uma amostragem multipla da mesma amostra (ICH Q2 (R1). Tal parametro foi avaliado
nos seguintes niveis:

Repetibilidade: Verificada com 6 replicatas a 100% da concentracao do teste
individualmente preparadas, sob as mesmas condi¢des de operagao, mesmo analista
€ mesma instrumentagao, em uma unica corrida analitica.

Precisao intermediaria: Verificada por meio da proximidade dos resultados
obtidos no mesmo laboratério, em dias e com analistas diferentes, com 6
determinacdes a 100% da concentracao do teste.

Segundo a Resolucéo vigente, a precisdo de um método analitico devera ser

expressa em desvio padrdo relativo (DPR), segundo a equacgao:

DP

DPR=%X 100

Onde, DP ¢é o desvio padrdao e CMD é a concentragao média determinada. O

valor maximo aceitavel sera determinado apos utilizagcao da equagao de Horwitz:

CV= 2(1-0,5 logC)
Onde C ¢ a concentragao do analito na solugao.

Além disso, a precisao intermediaria devera ser avaliada através do teste T,

no qual o T calculado devera ser menor do que o T tabelado.

Para a avaliagao repetibilidade, calculou-se a concentracdo (%) de acido
ascorbico nas solugdes amostra e a média, desvio padréao e o desvio padréao relativo
dos valores obtidos (n=6). J& para a avaliagdo da precisdo intermediaria o
procedimento foi 0 mesmo, porém em dois dias e dois analistas diferentes. Os critérios

de aceitagao para o procedimento estao descritos na Tabela 3:

Tabela 3 - Critérios de aceitacdo da Precisao

Parametro Critério de aceitacao
Desvio padrao relativo (DPR) (n=6) Maximo 4,19%
Desvio Padrao Relativo (DPR) entre a média Maximo 6,28%
dos resultados do primeiro dia e do segundo dia

Fonte: Autoria propria
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5.3.4. Exatidao
Este pardmetro deve ser obtido através do grau de concordancia entre os

resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito como
verdadeiro (ICH Q2 (R1).

A exatidao foi preparada considerando as seguintes concentracbées em

triplicata:

o Nivel baixo: 0,35 mg/ mL (70%);
o Nivel médio: 0,50 mg/ mL (100%) e
o Nivel alto: 0,65 mg (130%) para o acido ascorbico.

As amostras para avaliagdo da exatiddo foram preparadas de maneira
independente, podendo ser utilizadas solugdes diluidas de uma mesma solugao mae
da Substancia Quimica de Referéncia (SQR). O procedimento estd descrito na Tabela

4:

Tabela 4 - Procedimento da exatidao

Acido acebo rimeira ipeta alao
[] [] Acid Placeb P P Bal
(%) (mg/mL) ascorbico (mg) diluicdo | coletadal? | volumétrico
(mg) diluicéo (mL)
(mL)

70% 0,35 500 450,0 50 7,0 50,0

100% 0,50 5,0 25,0

130% 0,65 13,0 50,0

Fonte: Autoria propria

Foram preparadas 3 amostras para cada nivel de concentragdo de acordo com
a tabela citada acima. Foram injetadas 3 amostras sintéticas no nivel baixo, 3
amostras sintéticas no nivel médio e 3 amostras sintéticas no nivel alto e calculou-se
a concentragcdo (mg/comp) de acido ascorbico nas amostras sintéticas. Os critérios de

aceitacao para a exatidao estao descritos na Tabela 5:
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Tabela 5 - Critérios de aceitacdo da exatiddo

Parametro Critério de aceitacao
Desvio padréao Relativo (DPR) entre Nivel baixo (70%)- 4,42%
as corridas Nivel médio (100%)- 4,19%

Nivel alto (130%)- 4,02%
Média de recuperacao em cada nivel Nivel baixo (70%)- 90% a 107%
& recuperagao individual Nivel médio (100%)- 90% a 107%

Nivel alto (120%)-90% a 107%

Fonte: Autoria propria

5.3.5 Robustez

A robustez € um parametro que indica a capacidade do método analitico em
resistir a pequenas e deliberadas variagdes das condi¢des analiticas (ICH Q2 R1). No
caso de métodos qualitativos, deve ser verificado se as variagdes propostas interferem
na resposta analitica. As condi¢cdes para a avaliagao da robustez foram entdo, a
variagao da temperatura do forno 25,0°C + 12 C (242 e 26°C) e variacao do fluxo da
fase movel 0,5 mL/ minuto + 3% (0,484 e 0,515 mL/ minuto).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Seletividade

Como a seletividade tem o objetivo de identificar a existéncia de outras
substancias presentes na matriz da amostra no analito de interesse, os
cromatogramas obtidos ndo devem apresentar picos significativos que representem
interferéncias no tempo de retencdo do produto em estudo. Consiste em uma base
critica para um procedimento analitico, ja que sem seletividade suficiente, os outros

parametros de performance perdem o sentido.

Tal parametro, € de extrema importancia para a determinagdo dos Métodos
Indicativos de Estabilidade (MIE), ja que sdo capazes de quantificar os analitos de
interesse sem que haja interferéncia dos produtos de degradacao, impurezas ou

excipientes (CHAVES 2019). Ou seja, de modo que os sinais de cada componente
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nao sejam revelados da mesma forma, facilitando a diferenciacdo entre eles. Para
a comprovacao da seletividade, foi realizada a comparacdo dos cromatogramas
obtidos separadamente de: Solugao padrao acido ascorbico, solugao padrao misto,

solucdo amostra, diluente e solugéo placebo (Fig.3 - 7).

Figura 3- Cromatograma da solugéo padrao acido ascérbico
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Fonte: Autoria propria

Figura 4- Cromatograma da solugdo amostra
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Fonte: Autoria propria

Nas imagens 3 e 4, pode-se constatar a semelhanca entre os tempos de
retencdo da solugcao padrao, a nossa referéncia; e o da amostra, contendo o Insumo
Farmacéutico Ativo e excipientes. Observa-se que os tempos de retengcao dos picos
referentes ao acido ascorbico sao equivalentes. Nao houve o aparecimento de picos
proximos ou no mesmo tempo de reten¢do do acido ascoérbico, o que nos assegura a

auséncia de interferéncia de outros componentes na resposta analitica.

Figura 5- Cromatograma da solug&o padrao misto
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A leitura da analise por HPLC é realizada por meio de cromatograma que exibe,
de forma ideal, o pico da substancia ativa e do produto de decomposi¢cao em diferentes
tempos de retencdo. No cromatograma da solugao padrao misto, apresentado na

figura acima, é possivel observar a presenca dos picos do acido dehidroascérbico em
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6,70 minutos e a do acido ascérbico em 7,26 minutos. Como a resolucgao foi de 2,07,
indica que houve uma boa separagao, e o método foi capaz de distinguir ambas as

substancias de forma inequivoca.

Quadro 1- Pardmetros cromatograficos

Acido ascorbico Acido dehidroascorbico
Pratos tedricos 9621 9192
Assimetria 1,21 1,02
Resolucao 2,07

Fonte: Autoria propria

No quadro 1, estdo indicados trés parametros cromatograficos importantes,
obtidos a partir dos picos do acido ascérbico e acido dehidroascoérbico na solucao

padrao misto.

O numero de pratos tedricos (N) € indicativo da eficiéncia da coluna. Uma
coluna com um valor N alto tera um pico mais estreito do que uma coluna com um
numero mais baixo. O seu valor depende da substancia a ser analisada e das
condicbes de analise, como fase movel, temperatura e fase estacionaria. Ja a
resolucao (R), indica o grau de separagao entre duas substancias em uma mistura e
quanto maior for o seu valor, melhor sera a separacao (ANVISA, 2019). Segundo
parametros internos, foram aceitos como valores minimos: 1,5 de resolugao e 2000
de pratos tedricos. Com isso, podemos observar que ambos os parametros estao

dentro dos valores aceitaveis.

Figura 6- Cromatograma do diluente
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Fonte: A autora
No cromatograma do diluente, a fase movel, ndo houve surgimento de pico

significativo no tempo de retengcao do analito, indicando que a composi¢ao da solugao

analisada nao interfere na leitura da amostra.
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Figura 7- Cromatograma da solugéo placebo
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Por fim, no cromatograma do placebo, excipientes sem o principio ativo, ndo
apareceram picos significativos no tempo de retencao do acido ascorbico, o que indica
que as substancias presentes na matriz do comprimido ndo afetam a leitura da

amostra.

6.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através da analise de cinco diferentes niveis de
fortificacdo (70%, 90%, 100%, 110% e 130%) de acido ascorbico, sendo os niveis de
fortificagcdo, a concentragdo do analito que foi adicionada na amostra. Na figura 7 estao

os graficos obtidos em triplicata, e na figura 7, o grafico obtido com os valores médios.

Figura 8- Graficos da linearidade para as curvas 1,2e 3
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O Coeficiente de Determinacdo (R?), € uma medida estatistica usada para
avaliar a qualidade do ajuste de um modelo de regressao. Ele representa a
porcentagem da variagdo nos dados que € explicada pelo modelo e pode ser
interpretado como a proporgao da variagao de Y que estd associada a variavel X.
Quando os pontos estdo alinhados, o valor deste coeficiente é igual a um, ja quando

nao ha nenhuma relacdo linear entre X e Y, R? é igual a 0 (KUTNER et al, 2005).

E possivel observar na Figura 7, que a relagao é linear e que a resposta obtida
pelo método analitico € diretamente proporcional a concentragcdo do analito na

amostra, ou seja, quanto maior for a concentragcdo, maior vai ser a area do pico
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cromatografico, a resposta analitica. Como os valores obtidos de R? foram proximos

de um, o modelo ndo apresentou falta de ajuste e, apresentou linearidade.

Na figura 8, esta representado o grafico da média das 3 curvas apresentadas

na Figura 7.

Figura 9- Grafico do valor médio obtido da linearidade
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Fonte: Autoria propria
Podemos observar na figura acima, que o valor de R?, foi préximo de um,

indicando que nao ha falta de ajuste no modelo, e a relagao é entao, linear.

Na tabela 5, esta a equacao da reta, o coeficiente de determinagcao (R?), o
coeficiente de correlacdo da reta (R) e a média das trés curvas, obtidos apds
tratamento estatistico, além do Limite de Quantificagdo (LQ) e Limite de Deteccao
(LD).

Tabela 6 - Resultado da linearidade
Equacao dareta R2 R LQ LD
(mg/mL) (mg/mL)

Curva l Y= 33806x+2*10° 0,994 0,997
Curva 2 Y= 33372x+2*10° 0,991 0,995
Curva3 Y= 35164x+94693 0,986 0,993
Média  Y=34114x+1,49*10° 0,991 0,995 0,1389 0,0417

Fonte: A autora
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Outra medida estatistica utilizada na avaliagao da linearidade de um método, é
o coeficiente de correlagcdo de Pearson (R). O mesmo consiste em uma medida de
associacao linear entre variaveis e tal correlagdo exige um compartilhamento de
varidncia e que essa variacdo seja distribuida linearmente (DALSON e JUNIOR,
2009). Seu valor varia de menos um a um, e o sinal indica dire¢ao positiva ou negativa
do relacionamento, quanto mais proximo de um, mais forte € a associagao positiva
entre as variaveis (MARTINS, 2014). Segundo a RDC 166 de 2017, o valor de R deve

estar acima de 0,990.

Como podemos observar na Tabela 6, todos os valores de R foram acima de

0,990, indicando associacao positiva forte entre as variaveis.

A ANOVA, é uma metodologia estatistica utilizada para testar a igualdade de
trés ou mais médias populacionais baseado na analise das varidncias amostrais.
Nesse meétodo, comparagdao de meédias € realizada através do teste F, o qual é
considerado o teste paramétrico mais adequado para tal propésito (SIEGEL;
CASTELLAN, 2006). O resultado da ANOVA esta apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultado da ANOVA

Curva 1l Curva 2 Curva 3
Média 1,87*108 1,84*108 1,85*108
Variancia 1,43*10"3 1,40*10"3 1,56*10"3
F 0,007
F critico 3,885

Fonte: A autora

Através da ANOVA, com 95% de confianga, verificou-se que o F calculado de
0,007 foi menor do que o F tabelado de 3,885, evidenciando assim que nao ha
diferenca significativa entre as trés curvas e que néo ha falta de ajuste. Com isso, o

método foi considerado linear para o doseamento do teor do acido ascérbico.
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6.3 Preciséo
Este parametro deve ser considerado em trés niveis: repetibilidade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade. Se a precisdo intermediaria for realizada, nao é

necessaria a realizacdo da reprodutibilidade.

6.3.1 Repetibilidade:

A repetibilidade foi determinada utilizando-se seis amostras a 100% da
formulacdo da Vitamina C 500mg comprimido revestido na concentragcado de 0,500 mg/
mL ou 500ug/ mL de acido ascérbico, sob as mesmas condicoes de teste, em um
curto intervalo de tempo e preparadas pelo mesmo analista. Na tabela 8 seguem os
resultados da repetibilidade com o teor e percentual de recuperacdo das seis
amostras, além da média, Desvio Padrao (DPR%) e Desvio Padrao aceitavel (DPR%

aceitavel), obtidos apds tratamento estatistico.

Tabela 8 - Resultados da repetibilidade

Repetibilidade mg/mL Recuperacao %
Amostra 001 0,4927 98,54
Amostra 002 0,4752 95,05
Amostra 003 0,4727 94,54
Amostra 004 0,4709 94,18
Amostra 005 0,4731 94,62
Amostra 006 0,4658 93,15
Média 0,4751 95,01
Desvio Padrao 0,009 1,800
DPR% 1,94 -
DPR% Aceitavel 4,19 -
Minimo 0,4658 93,15
Maximo 0,4927 98,54

Fonte: A autora

Como na precisao precisamos avaliar o quao distante ou proximos estao os
resultados obtidos, analisamos o desvio padréao relativo (DPR%) dos dados, ja que o
mesmo € uma medida estatistica que descreve a distribuicdo dos valores. Pode-se
observar que a repetibilidade atende as especificagdes para a quantificagcdo do acido

ascorbico, visto que, apresentou o DPR% de 1,94%, sendo inferior ao DPR% aceitavel
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de 4,19%. O que nos mostra que os valores nao possuem diferenca significativa entre

Si.

6.3.2 Precisao intermediaria

A precisao intermediaria foi determinada utilizando-se doze amostras por dois

analistas em dias diferentes (seis amostras para o analista 1/ dia 1 e seis amostras

para o analista 2/ dia 2), sob as mesmas condi¢des, no mesmo laboratério, o COPED.

Na tabela 9 e 10, seguem os resultados da precisao intermediaria e teste t Student,

respectivamente.
Tabela 9 - Resultados da precisao intermediaria
Analista 1/ Mg/mL | Recuperacdo | Analista 2/ | mg/mL | Recuperacao
Dia 1 % Dia 2 %
Amostra 1 0,4927 98,54 Amostra 1 0,5199 103,98
Amostra 2 0,4752 95,05 Amostra 2 0,4885 97,69
Amostra 3 0,4727 94,54 Amostra 3 0,4819 96,39
Amostra 4 0,4709 94,18 Amostra 4 0,4803 96,05
Amostra 5 0,4731 94,62 Amostra 5 0,4782 96,65
Amostra 6 0,4658 93,15 Amostra 6 0,4758 95,17
Média 0,4751 95,01 Média 0,4874 97,66
Desvio P. 0,009 1,800 Desvio P. 0,016 3,206
DPR% 1,94 - DPR% 3,38 -
DPR% ac. 4,19 - DPR% ac. 4,19 -
DPR% (Grupo) 2,96
DPR% Aceitavel (Grupo) 6,28

Fonte: Autoria propria

Foi verificado que o DPR% para o Analista 1/dia 1 foi de 1,94%; e para o

Analista 2/ dia 2 foi de 3,38%; ambos inferiores ao DPR% aceitavel de 4,19% para as

6 amostras. Para o conjunto dos doze resultados obtidos pelos dois analistas, o DPR%
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aceitavel foi de 6,28% e o valor encontrado foi de 2,96%. Com isso, o método atende

as especificagoes.

O teste t, consiste em um teste de hipotese que utiliza conceitos estatisticos
para rejeitar ou ndo uma hipotese nula quando a estatistica de teste segue uma
distribuicao t de student. Serve para confrontar médias ou grupos de médias. Quando
o valor de T calculado € menor que o tabelado, o teste nao é significativo, a hipotese
nula nao é rejeitada e, se conclui que as médias nao possuem diferencas significativas
entre si. Ja se o valor de T for maior que o T tabelado, o teste € significativo, se rejeita
a hipodtese nula, e conclui-se que existe diferenca significativa entre as médias
(MCDONALD, 2014).

ApoOs aplicacao do teste t Student, o T calculado para o acido ascérbico foi de
-1,6066; valor inferior ao T tabelado de 2,3060; com 95% de confianga. Indicando
auséncia de diferenca significativa entre as médias. Portanto, pode-se concluir que o
meétodo foi preciso para metodologia de teor e substancias relacionadas do produto

acabado Vitamina 500mg comprimido revestido por CLAE.

6.4 Exatidao

A exatidao refere-se a proximidade entre os resultados obtidos pelo método
avaliado e um valor aceito como verdadeiro, utilizado como referéncia. Os processos
mais utilizados para realizar a avaliagcao da exatiddo de um método sao: materiais de
referéncia, comparagao de métodos, ensaios de recuperacgao, e, adicdo de padrao
(BRASIL, 2017). No nosso caso, nossas referéncias foram os valores de fortificacao,

a quantidade do analito adicionada na amostra.

Para a analise deste parametro, foram consideradas as seguintes
concentragdes em triplicata: 70% (0,350mg/ mL); 100% (0,500mg/ mL) e 130%
(0,650mg/ mL). Foi avaliada a capacidade de recuperacado para cada concentragao
de 90% a 107% do valor tedrico. O calculo do DPR% aceitavel foi obtido conforme
indicado em documento de regulamentagcdo interna da instituicdo para cada

concentragao de acido ascorbico. Os resultados estao registrados na Tabela 11 e 12.

Na Tabela 11, esta registrado os valores de teor obtidos nos trés niveis de
fortificacao (70%,100% e 130%), em que podemos observar a média, Desvio Padrao

(DPR%) e Desvio Padrao aceitavel (DPR% aceitavel).
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Tabela 10 - Resultado da exatidao (Teor)
[Teor mg/mL]

Amostra 70% 100% 130%

1 0,3551 0,5066 0,6260

2 0,3470 0,5027 0,6157

3 0,3446 0,5115 0,6217

Média 0,3489 0,5069 0,6211
DPR% 1,58 0,86 0,84
DPR% Ac. 4,42 4,14 4,02

Fonte: A autora

Os valores de DPR% obtidos das trés amostras, nos trés niveis de fortificacao
foram abaixo dos valores de DPR% aceitavel, indicando que nao existe variagao
significativa entre os resultados.

Tabela 11 - Resultado da exatidao (Recuperacao)
Recuperacao %

Amostra 70% 100% 130%
1 101,46 101,31 96,31

2 99,14 100,55 94,72

3 98,45 102,29 95,65

Média 99,68 101,38 95,56
LRI 90% 90% 90%
LRS 107% 107% 107%

Fonte: A autora

Ja em respeito a capacidade de recuperacao, retratada na Tabela 12, a
proximidade entre a concentragcdo do analito adicionada na amostra, nossa referéncia,
e a concentragdo obtida pelo método de doseamento por CLAE, foi adequada.
Ademais, o percentual obtido em cada nivel em triplicata, estava acima do limite de
recuperacao inferior (LRI) e abaixo do limite de recuperac¢ao superior (LRS). Com isso,

o meétodo analitico foi considerado exato.
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6.5 Robustez

A robustez consiste na capacidade de o método nao ser afetado por pequenas
e deliberadas modificagdes analiticas. Importante salientar, que quanto maior for a
robustez de uma metodologia, maior sera a confianca em relagcao a sua precisao
(INMETRO, 2016). Se as variagbes estabelecidas estiverem dentro dos limites de
exatiddo, e precisdao aceitaveis, entdo o método possui robustez e pode ser
incorporado ao procedimento (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004). Para verificar este
parametro foram feitas variagées na temperatura do forno (Teste 1) e no fluxo da fase

movel (Teste 2).

No Teste 1, A temperatura do forno, parte do equipamento em que esta
localizada a coluna cromatografica, sofreu variagao de 24°C, 25°C e 26°C. O resultado
do teste esta representado nas tabelas 13 e 14.

Tabela 12 - Resultado da robustez, Teste 1- Temperatura (Teor)
[Teor mg/mL]

Amostra 24°C 25°C 26°C
1 0,4803 0,4752 0,4814
2 0,4587 0,4727 0,4565
3 0,4665 0,4709 0,4709
Média 0,4685 0,4729 0,4696
DPR% 2,34 0,46 2,66
DPR% Ac. 4,19 4,19 4,19

Legenda: DPR%: Desvio Padrao Relativo, DPR% Aceitavel: Desvio Padrao Relativo Aceitavel

Fonte: A autora

Como é possivel observar na tabela acima, o DPR% nas trés amostras e nas
trés temperaturas aplicadas, foi abaixo do DPR% Aceitavel. Com isso, ndao houve
grandes diferencas nos teores calculados e as mudancgas aplicadas no Teste 1 néo

atribuiram alteragoes significativas ao método.
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Tabela 13 - Resultado da robustez, Teste 1- Temperatura (Recuperacéo)

RecL peragcao%

Amostra
1
2
3
Média
LRI
LRS

24°C

96,06
91,73
93,30
93,70
90%

107%

25°C
95,05
94,54
94,18
94,59
90%
107%

26°C
96,27
91,31
94,18
93,92
90%
107%

Legenda: LRI- Limite de Recuperacao Inferior, LRS-Limite de Recuperag¢ao Superior

Fonte: Autoria propria

A partir dos dados expostos na Tabela 14, é possivel observar que os valores

de recuperacao obtidos, ou seja, a porcentagem do analito que foi possivel recuperar

nas amostras através do método de doseamento em questao, esta dentro do intervalo

de LRI e LRS. O que indica que a variagao aplicada no Teste 1 nao interferiu no

método.

O resultado estatistico do teste 1 apresentou com 95% de confianca por
ANOVA, que o F calculado foi de 0,174, inferior ao F tabelado de 5,143, relatando a

homogeneidade das variancias.

No Teste 2, o fluxo da fase moébvel sofreu variagdo de 0,485mL/min,

0,500mL/min e 0,515mL/min. O resultado do teste esta apresentado nas tabelas 15 e

16.

Tabela 14 - Resultado da Robustez Teste 2 - Fluxo (Teor)

[Teor ng/mL]

Amostra
1
2
3
Média
DPR%
DPR% Aceitavel

0,485mL/min
0,4808
0,4562
0,4776
0,4715
2,84
4,19

0,500mL/min
0,4752
0,4727
0,4709
0,4729
0,46
4,19

0,515mL/min
0,4806
0,4621
0,4820
0,4749
2,34
4,19

Legenda: DPR%- Desvio Padrao Relativo, DPR% Aceitavel- Desvio Padrao Relativo Aceitavel
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Com o exposto na Tabela 10, o DPR% obtido nas trés amostras e nas trés
variacoes de fluxo, foi abaixo do DPR Aceitavel, indicando auséncia de diferenca
significativa entre os valores obtidos pelo método de doseamento apds a aplicacédo da

variacao do fluxo da fase movel.

Tabela 15 - Resultado da Robustez Teste 2 - Fluxo (Recuperagao)

Recuperacédo%
Amostra 0,485mL/min 0,500mL/min 0,515mL/min

1 96,17 95,05 96,12

2 91,73 94,54 92,43

3 95,52 94,18 96,41
Média 94,31 94,59 94,98
LRI 90% 90% 90%
LRS 107% 107% 107%

Fonte: A autora

A partir dos dados expostos na Tabela 16, é possivel observar que os valores
de recuperacao obtidos pelo método, estdo dentro do intervalo de LRI e LRS. O que
indica que a variacao aplicada no Teste 2, nao interferiu de forma significativa no
método. O resultado estatistico do teste 2 apresentou com 95% de confianga por
ANOVA, que o F calculado foi de 0,085 inferior ao F tabelado de 5,143.

Logo, pode-se concluir que mesmo com tais variagdes, o método proposto ndo
apresentou variagoes significativas na resposta analitica, confirmando a sua robustez

para as variagoes estudadas.
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7 CONCLUSAO

O acido ascorbico desempenha papel importante em diversas fungdes do
organismo humano, como a participacdo na biossintese de catecolaminas, otimizagcao
do sistema imunitario e inativagdo de espécies reativas de oxigénio. Todavia, tal
micronutriente ndo é armazenado no corpo, sendo seu excedente eliminado de forma
inalterada na urina, por isso, € aconselhavel a sua suplementacao. A validacéao total
do método analitico para doseamento do comprimido de Vitamina C 500 mg por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada com embasamento no
documento ICH Q2 (R1). Os parametros avaliados foram a seletividade, precisao,
exatidao, linearidade e robustez, com a realizagdo de testes estatisticos. A
metodologia foi considerada seletiva, pois ndo foram encontrados interferentes nos
cromatogramas obtidos. Foi precisa, ja que em ambos os niveis, repetibilidade e
precisao intermediaria, os valores de DPR% obtidos foram inferiores aos do DPR%
aceitavel. O valor de F foi menor que o F tabelado, confirmando a auséncia de
diferenca significativa entre as variancias e as médias foram homogénias, ja que o
valor de T também foi menor que o T tabelado. O método foi considerado exato, pois
o DPR% foi menor que o DPR% aceitavel, e a capacidade de recuperacao estava
dentro dos limites especificados. Foi considerada linear, pois os valores de R?2 e R
foram proximos de um. E por fim, foi considerada robusta, ja que mesmo apos as
variagdes aplicadas os resultados ndo sofreram interferéncia significativa, ja que o
DPR% foi inferior ao DPR% aceitavel, e a capacidade de recuperacao estava dentro
dos limites. Com isso, o método de doseamento do comprimido de Vitamina C 500 mg
apresentado neste trabalho, esta validado e apto para ser utilizado na rotina
laboratorial do LAFEPE.
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