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RESUMO

O presente trabalho versa sobre o desenvolvimento de dois métodos
guantitativos para determinacdo de dimeticona em matéria-prima de simeticona
emulsdo 30% e simeticona 100% por cromatografia gasosa com deteccdo de
ionizacdo de chama. Essas matérias-prima sdo utilizadas em varias areas, na
farmacéutica podem ser empregadas como principios ativos em medicamentos,
como agente diminuidor de bolhas no trato gastrointestinal. Para garantir que os
meétodos de cromatografia gasosa, de fato, eram para a finalidade para a qual foram
desenvolvidos, foi utilizado o processo de validacdo de metodologia analitica,
baseado na resolucdo 899 da ANVISA. Para melhor acompanhamento foi realizada,
concomitantemente, a validacdo do método farmacopeico para quantificacdo de
dimeticona em simeticona emulsdo, encontrado na farmacopéia americana USP 29,
2006 pela técnica de espectroscopia de absorcdo molecular no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). O parametro de linearidade apresentou coeficiente
de correlagdo acima de 0,99 para os quatro métodos validados, os teores de
recuperacdo do analito para os parametros de exatid&o, precisao e robustez ficaram
entre 93% e 107%. Os desvios-padrao relativos calculados para as figuras de meérito
de exatidao, precisao e robustez foram inferiores a 5%. Esses resultados indicam
gue todos os métodos estudados podem ser utilizados de acordo com os critérios de
aceitacao estipulados. Para aumentar a confiabilidade dos métodos cromatograficos
e espectroscopico fez-se uso de alguns testes estatisticos como: teste de validade
da regressao, andlise de variancias e teste para dados discrepantes no parametro
de linearidade; teste t-Student para exatidao e precisao; e planejamento fatorial para
o teste de robustez, calculando-se a significancia dos efeitos dos fatores. Por fim,
analisaram-se algumas amostras de matéria-prima de simeticona emulsdo 30% e
simeticona 100%, para teste em amostras reais, obtendo-se valores entre 90 e

102% (m/m) de dimeticona em matéria-prima de simeticona.
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ABSTRACT

The aim of the present research was the development of two quantitative methods
for dimethicone determination in simethicone emulsion 30% and simethicone 100%
raw material by gas chromatography with flame ionization detector. These raw
materials are used in the manufacture of several pharmaceuticals such as an active
ingredient to inhibit flatulence due to excess of gastrointestinal gas. In order to
guarantee that the developed methods were suitable for the purpose, an analytical
process validation based on the resolution no. 899 from ANVISA was carried on. The
concomitant evaluation was performed taking into account the pharmacopeia method
validation grounded on simethicone monograph (USP 29, 2006) by Fourier
Transform infrared spectroscopy (FTIR). The validation parameters of linearity
presented correlation coefficient of 0.99 for all four validated methods. The values of
the analyte recovery in terms of precision, accuracy and robustness lain between
93% and 107%. The relative standard deviation for the figures of merit validation was
below 5%. The results demonstrated that all tested methods can be used to the
purpose they were intended, according to the established acceptance criteria. To
increase the chromatography and spectroscopic method confiability, some statistical
tests were used, such as: regression validation, analysis of variance and outliers test
to linearity; t-Student test to accuracy and precision, factorial experiment design to
robustness. Finally, some real samples raw materials were analyzed and the results

lain between 90 and 102% (w/w) of dimethicone in simethicone raw material.
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1  INTRODUCAO

A guimica analitica, atualmente, tem contado muito com o avanco tecnolégico
para o desenvolvimento de novas metodologias. Para se quantificar determinada
substancia, nos dias de hoje, tem-se no minimo duas técnicas analiticas que podem
ser utilizadas, contudo, qual a melhor? Na realidade, a deciséo vai depender de
cada laboratorio, e esse deve buscar a melhor combinagdo possivel entre alguns
fatores, como: disponibilidade de equipamento, facilidade de interpretacédo de dados,
e estado fisico da amostra, sem descuidar de uma série de procedimentos que

garantam que a metodologia seja valida para a sua finalidade.

A industria farmacéutica faz uso da validagdo de metodologia para garantir
gue a quantidade de principio ativo presente em seus medicamentos esteja dentro
do limite permitido, principalmente, por ela lidar com uma area que afeta diretamente
a vida do ser humano. Dentre eles, a quantificacdo de dimeticona em matéria-prima
de simeticona emulsdo 30% e simeticona 100% é de fundamental importancia
dentro da area farmacéutica, ja que essa utiliza esses produtos como principio ativo
em algumas formulacdes. Normalmente, o ensaio de quantificacdo é realizado por
espectroscopia molecular no infravermelho, conforme metodologia descrita na
Farmacopéia dos Estados Unidos (USP)!. Contudo algumas empresas ndo possuem
0 equipamento em questado para essa analise, e buscam alternativas validas para

essa determinacdo, em funcéo da disponibilidade de instrumentos.

A finalidade desse trabalho, entdo, foi buscar uma alternativa confiavel para
determinacdo de dimeticona em matéria-prima de simeticona, com 0s instrumentos
disponiveis, além da técnica de espectroscopia molecular no infravermelho,
utilizando-a para comprovar que a cromatografia gasosa também possa gerar
resultados confiaveis. Para garantir essas analises quantitativas, utilizou-se da
validacdo de metodologia analitica. Considerando o analito em estudo, a dimeticona,
enquadrada na categoria |, de principio ativo usado em uma formulacéo

farmacéutica, os parametros de validacdo que foram utilizados s&o os seguintes *:

»Especificidade/seletividade

s| inearidade;
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=Intervalo;
»Preciséo: repetibilidade e intermediaria;
»Exatidao;

=sRobustez.

Assim, a presente dissertacdo encontra-se disposta da forma descrita a

seqguir:

O capitulo de revisédo bibliogréafica primeiramente aborda os silicones em geral
e depois discursa sobre os dois tipos de matéria-prima de simeticona utilizadas para
a fabricagéo de formas farmacéuticas, sendo uma em forma de suspenséo e outra
em forma de capsulas. Além disso, assuntos pertinentes a esse estudo, a saber, as
técnicas utilizadas atualmente para sua qualificacdo e quantificacdo, assim como o
processo de validagdo de metodologia analitica sdo também incluidos nesse

capitulo.

O capitulo de metodologia analitica descreve o procedimento analitico
empregado para preparacdo do padrdo e da amostra para os métodos de
cromatografia gasosa com detector de ionizagado de chama e de espectroscopia de
absorcdo molecular no infravermelho. Apresenta ainda as condi¢cdes de analise de
cada equipamento utilizado e a estratégia usada para a validacdo de metodologia

analitica.

No capitulo dos resultados e discussdao sao apresentados os valores
encontrados para cada parametro de validacdo, avaliando-se o resultado pelos
critérios de aceitacdo estipulados. Para o parametro de linearidade se utilizou o teste
estatistico de analise de validade da regresséao, os testes de Cochran e Bartllet para
analise de homogeneidade das variancias e o teste de Grubbs para detectar pontos
discrepantes. Para a exatidao e precisado foram utilizados o calculo de desvio-padréo
relativo e teste t-Student e para a robustez dos métodos foi empregado o plano de
Younden, sendo calculados os efeitos de variagcdo dos fatores e desvio-padréo

relativo entre os valores encontrados de teor de recuperagéo do analito.

Finalmente, o Ultimo capitulo trata das principais conclusfes extraidas do
processo de desenvolvimento do método quantitativo de dimeticona em simeticona
(matéria-prima) por cromatografia gasosa, ndo normalizado, e por espectroscopia

molecular no infravermelho, validado pela farmacopéia  americana.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Investigar a viabilidade de desenvolvimento de uma metodologia analitica
guantitativa para determinacdo de dimeticona em simeticona emulsdo 30% e

simeticona 100% por cromatografia gasosa com detecc¢ao de ionizagao de chama.

2.2 Objetivos Especificos:

»Avaliar o efeito de condigcbes cromatograficas nas figuras de mérito do
método.

»Validar metodologia analitica desenvolvida de cromatografia gasosa com

detector de ionizagao de chama (GC-FID).

»Validar metodologia analitica de referéncia de espectroscopia molecular no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

=Correlacionar os métodos de cromatografia gasosa com deteccdo de
ionizacdo de chama com o método de espectroscopia molecular no

infravermelho por transformada de Fourier.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Silicones

Silicones sé@o polimeros sintéticos contendo um esqueleto de ligacbes
siloxanas (Si-O-Si). Dependendo da estrutura desse esqueleto, Oleos silicones,
elastbmeros ou resinas podem ser obtidos. Gragas ao conjunto de suas
propriedades, sua aplicacdo encontra-se em um grande numero de processos
tecnolégicos. Suas vantagens incluem estabilidade térmica elevada, resisténcia a
corrosdo, coeficiente térmico de viscosidade baixo, propriedades dielétricas
favoraveis, supressor de espumacdo, acdo combinada de hidrofobicidade com

natureza indcua fisiolégica (aplicacdo em cirurgia plastica e drogas para flatuléncia).?

As propriedades peculiares dos materiais de silicone sdo decorrentes na
natureza da ligacao siloxana (Si-O-Si). A alta flexibilidade das cadeias (-Me2SiO-)n
sugere baixa energia rotacional para mudancas de conformacéo: 7 kJ/mol para o
caso de Si, em comparacdo ao C (18 kJ/mol). A flexibilidade desses materiais
também €& garantida por uma baixa energia vibracional de deformacgdo angular
(Figura-1):

MesSi iM
3 N /SI es

Megsi/ N SiMes Me;Si—O— SiMes —

o= 148° a= 180°
Figura-1. Esquema de inverséo da ligagéo siloxana

A energia potencial para deformacédo angular restringe sua vibracdo entre
uma faixa de 140° < a < 220° onde a transicdo linear de inversdo (a = 180°)
encontra-se situada apenas a 1 kJ/mol acima do estado fundamental. Isso pode ser
consequéncia do fato que na disposicédo linear Si-O-Si, a ligacdo O=Si (p;-d) é

maxima.

O baixo coeficiente térmico de viscosidade, que garante sua aplicagdo como
Oleo lubrificante para faixas extremas de temperaturas, € provavelmente decorrente
de dois efeitos antagbnicos: cadeias de siloxanas tendem a formar hélices, que séo

estabilizadas por interacdes intramoleculares dos segmentos polares Si-O. Em
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temperaturas elevadas, as hélices abrem-se e, a dependéncia convencional da
temperatura com a viscosidade® é compensada pelo aumento das interacdes
intermoleculares das cadeias polisiloxana desdobradas. Efeitos interfaciais de
silicones, que lhes conferem importantes aplicagfes tecnoldgicas, sdo baseados na
polaridade da ponte Si-O-Si e da natureza hidrofobica das cadeias alquilas ligadas

ao atomo de silicio.

Dentre os silicones, cabe aqui destacar o polidimetilsiloxano (PDMS) (Figura-
2). As ligacdes dos grupos metilas com o grupo Si-O dédo ao grupo algumas
caracteristicas Unicas devido as interagdes intermoleculares dos grupos metil, que
sé@o muito fracas, conferindo ao composto baixa viscosidade, baixa tensdo superficial

ou baixa permeabilidade?.

CH, CH, CH,

[ [ 5 T8
HC—Si-0—-8i-0—-Si~CH,

CH, CH, CH,

3 3 3

Figura-2: Representacdo molécula de polidimetilsiloxano

Os silicones sé@o a Unica classe de polimeros que tem na estrutura parte
organica e parte inorganica e, por esse motivo, tém sido extensivamente
comercializados, encontrando larga utilizacdo nas industrias farmacéutica, téxteis e
de tintas, por exemplo. Historicamente, essa familia de compostos era utilizada em
sistemas ndo aquosos, mas mais recentemente suas aplicacdes tém abrangido
também os sistemas aquosos®. A maioria dos compostos de silicones é insoltvel em
agua, e devido a esse fato, sdo colocados em sistemas de emulsdo. Emulsées séo
sistemas heterogéneos consistindo de um liquido imiscivel disperso em outro na

forma de gotas que tem instabilidade termodinamica®.

Na area farmacéutica, os silicones podem ser usados tanto como excipiente,
como principio ativo. Como excipiente, pode ser usado como fluido em produtos
tépicos, como adesivo em produtos patches transdérmicos, como lubrificante de

agulhas de seringas, ou ainda como elastdmeros de tubos para a transferéncia de
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remedios. Como principio ativo é utilizado como antiflatulante, blenda de PDMS com
silica, conhecido pela Farmacopéia como simeticona, sendo essa uma blenda de

dimeticona e silica.

A Farmacopéia Britanica (BP), Americana (USP) e Portuguesa contém
monografia da simeticona, enquanto que a Japonesa e brasileira ndo possuem essa

monografia.
3.1.1 Matéria-prima: Propriedades e Aplicacdes

Encontra-se no mercado uma boa variedade de matéria-prima de simeticona,
neste trabalho foram abordados dois tipos: simeticona 100% e simeticona emulsao
30%, nomes comerciais Dow Corning Medical Antifoam A Compound e Dow Corning
Medical Antifoam C Emulsion, respectivamente, fabricados pela empresa Dow

Corning do Brasil Ltda (Campinas, Brasil).

7

A simeticona 100% é composta de 94 a 96 % de dimeticona, também
podendo ser conhecida como polidimetilsiloxano, e de 4 a 4,5% de silica. E um
produto usado como supressor de bolhas, pois diminui a tensao superficial da maior
parte dos sistemas. E utilizada como principio ativo em féormulas farmacéuticas
contra flatuléncia, dor de estbmago e azia. Pode ser usada, também no auxilio de
diagnostico em gastroscopia e radiografia do intestino. Sua aparéncia € um liquido
translicido viscoso, sendo sua viscosidade de 1100 cSt, gravidade especifica de
0,97 e indice de refracdo 1,402, a 25°C. Essa matéria-prima é praticamente insoltuvel
em agua e metanol, miscivel em éter, acetato de etila, metil-etil-cetona e tolueno,
muito pouco solluvel em etanol. Trata-se de uma substancia ndo téxica que é
expelida pelas fezes sem metabolizagdo. No caso de existir a presenca de
octametilciclotetrasiloxano, deve-se evitar contato com a pele, olhos e respiracao,
pois essa substancia, em estudos com ratos causou pequena alteracdo no figado.
Sua dose diaria ndo deve exceder 500mg, sendo que sua superdosagem deve ser
acompanhada por um médico; gestantes ndo devem utilizar medicacédo contendo

simeticona’.

A simeticona emulsdo 30% é uma matéria-prima emulsionada com agua,
contendo aproximadamente 30% de simeticona 100%, sua aparéncia € de um

liquido branco viscoso, sendo sua viscosidade proxima de 500 cSt e a gravidade
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especifica a 25°C é um. Assim como a simeticona 100%, a simeticona emulsdo 30%
também é utilizada como principio ativo em férmulas farmacéuticas, como agente

supressor de gases no estomago e intestino, eliminando desconfortos e dores’.

Essas matérias-prima podem também ser utilizadas na forma tépica, em
cremes, logBes pos-barba, xampus, condicionadores, produtos para tratamento de

cuticulas, etc’.

3.2 Técnicas de Analises

3.2.1 Espectroscopia de absor¢cdo molecular no Infravermelho Proximo
(NIRS)

Como ja abordado na introducdo, a técnica utilizada pela farmacopéia
americana (USP) é a espectroscopia no infravermelho. Escolheu-se, entdo, a técnica
de espectroscopia molecular no infravermelho proximo para caracterizar a matéria-
prima de simeticona, em funcao da disponibilidade do equipamento e pela facilidade
de andlise, sendo que é uma técnica ndo destrutiva e sem necessidade de pré-

tratamento.

A técnica de NIRS é altamente eficiente tanto para analises qualitativas como
guantitativas. A regido espectral que esse método compreende é a faixa do espectro
eletromagnético entre 700 e 2500 nm, onde as amostras apresentam absorbancia
com muito menor intensidade do que na regido do infravermelho médio®. As bandas
de absorcdo nessa regido sdo harmoénicos ou combinacdes de bandas de

estiramento fundamentais que ocorrem na regido de 3000 a 1700 cm™.

As bandas de absorcdo de NIRS sé&o largas, com largura de banda de 50 a
100 nm. Por essa razdo pode haver muita sobreposicdo de bandas, tornando a
interpretacdo do espectro bastante complexa. Foi necessario, entdo, que houvesse
um grande melhoramento nos equipamentos de NIRS e um bom avanco nos
tratamentos quimiométricos, utilizando analise multivariada e algoritmos nas analises
gualitativas e quantitativas, para garantir confiabilidade a técnica. A Figura 3 mostra

0s grupos funcionais passiveis de absorver na regiao do infravermelho proximo.
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Os componentes e o0 delineamento do instrumento de espectrofotometria de
infravermelho préximo séo similares aos de absorgdo molecular no ultravioleta e
visivel, sendo a fonte de luz normalmente uma lampada de tungsténio/halogénio e
um detector de sulfeto de chumbo. Os valores de caminhos épticos podem variar de
0,1a 10 cm®,

REGIAO DO SEGUNDO OVERTONE REGIAO DE COMBINAGAO DE BANDAS
—
REGIAO DO TERCEIRO OVERTONE REGIAO DO PRIMEIRO OVERTONE
| a L |
H.C H.0 HO H.O
| | || | B | |
ROH 2OH RIOH RCOH RCOR ROH
| ] ] -} HEN | I
ArOH RNH, AMOH RNH, AMOH oM RNH, POH RNH,
] i ] n ] o I
ArCHRNHR g RrH CONHR ArCH | SH | | CONH, CONH,R)
= [] - - (=] -
CH CH CH CH CH CHO CH
- | | | | ] N
CH, I:H; GH, CH, CH, cG CH,J
| || | || [—| | —————]
CH, CH, CH, CH, CH, CH,
700 900 1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 3. Grupos funcionais que absorvem na regido do espectro molecular no

infravermelho préximo. Adaptado da referéncia °.

Para se desenvolver e validar um método por infravermelho préximo é

necessario passar por algumas etapas:**

»Teste de identificacao;
»Teste de qualificacao;
»Procedimento de quantificagéo.

O teste de identificacéo é efetuado para garantir que o analito em analise seja
efetivamente aquele definido no escopo do método, principalmente quando esse é
analisado em uma matriz complexa. Isso normalmente é realizado comparando o
espectro da amostra, com transformacgcfes mateméaticas/quimiométricas, com uma
biblioteca de referéncia formada por amostras previamente selecionadas e que

sejam representativas para a finalidade do método.
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O teste de qualificacéo é realizado para garantir e confirmar o tipo de matéria-
prima que se esta analisando, principalmente quando, em testes simples de
identificagdo dos materiais, 0s resultados apresentam-se indistinguiveis. A
qualificacdo € um pré-requisito obrigatorio para o teste de quantificacdo de NIRS,

pois essa etapa assegura que o0 material pertence a populacao correta.

O procedimento de quantificacdo € usado para medir a concentracao do
analito em determinada amostra. Pode-se medir, na é&rea farmacéutica, o
componente majoritario, uma impureza, material inapropriado (ex. agua) presentes

em substancias ativas ou em intermediarios sintéticos'’.

3.2.2 Espectroscopia de absorgdo molecular no Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

A regigo, do infravermelho, mais utilizada é a faixa de 4000 a 400 cm™, sendo
de grande utilidade na quimica organica para a identificacdo de estruturas de
moléculas. As ligacdes quimicas dos compostos possuem frequéncias de vibracao
especificas, as quais correspondem aos niveis de energia da molécula. A radiagéo
infravermelha quando absorvida converte-se em energia de vibragdo molecular, que
pode ser detectada por um sensor capaz de transformar a energia radiante incidente
em sinal mensuravel, geralmente elétrico. O espectro infravermelho obtido fornece
bandas caracteristicas de determinados grupos funcionais, que permite obter

informacées sobre a molécula em estudo. *2.
O processo instrumental de analise precisa dos seguintes componentes:
*Fonte: energia infravermelha emitida usualmente por um globar (bastdo de

carbeto de silicio) que alcanca altas temperaturas entre 1000 e 1800°C;

*Interferbmetro: preserva a informagdo de freqiéncia e intensidade,

constituido de um divisor de feixes, um espelho fixo e um espelho mével;

»Amostra: a energia infravermelha interage com amostra, sendo nessa etapa,

gue freqUéncias especificas, da estrutura molecular, sédo absorvidas;

»Detector: detecta 0 que passou de energia, resultando num interferograma
resultante do registro do sinal do detector como fungdo da diferenca de caminho

6tico entre os dois feixes do interferdbmetro. Os mais utilizados sdo do sulfato de
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triglicina (DTGS) e o de telureto de cadmio e mercurio (DMCT);

»Processador: atualmente, um computador, que de fato, aplica o processo
matematico de transformada de Fourier ao interferograma obtido da amostra,

gerando um espectro que possa ser interpretado e processado®®.

Podem-se obter espectros de infravermelho de compostos sdlidos, liquidos e
gasosos, sendo que, para cada estado, tem-se uma técnica de preparacdo de

amostra, as mais comuns sao:

»Gases: expande-se a amostra em célula cilindrica, previamente evacuada, e
de janelas apropriadas, de caminho 6tico que varia de alguns centimetros até 40

metros;

»Liquidos: podem ser analisados puros ou em solucéo, cuidando para ndo se
utilizar um solvente que possa atrapalhar a regido de absor¢éo do analito em estudo.
Normalmente, utilizam-se células com caminhos oticos estreitos entre 0,01 e 1 mm,
com janelas de cloreto de sédio, ou cloreto de prata, quando o solvente dissolve o

primeiro.

»Solidos: em funcdo da dificuldade de se encontrar solventes que nao
absorvam na regido de interesse da maior parte dos compostos solidos, usualmente
se utiliza a dispersdo do material em analise, finamente dividido, com brometo de
potassio, que sob pressdo (10.000 a 15.000 psi), produz um disco transparente,

possivel de ser posicionado no feixe do instrumento de FTIR.

A espectroscopia de infravermelho vem sendo utilizada desde fins de 1950
para fins qualitativos, que juntamente com a espectroscopia de ressonancia
magnética revolucionou 0 modo como 0s quimicos passaram a identificar espécies
organicas, inorganicas e biolégicas. Naquela época o infravermelho, usando
intrumentacao dispersiva, obtinha resultados quantitativos de qualidade inferior aos
obtidos com espectroscopia de ultravioleta-visivel. Em delineamentos atuais,
empregando o tratamento do espectro por Transformada de Fourier, a preciséo e a
exatiddo das medidas melhoraram consideravelmente os resultados. Contudo, uma

atencdo meticulosa aos detalhes de andlise deve ser ainda considerada. °

A monografia da matéria-prima de simeticona, contida na farmacopéia

americana (USP) apresenta a quantificacdo de dimeticona por espectrocopia
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molecular no infravermelho, em forma de polidimetilsiloxano, e essa técnica sera de
validade e utilizada para comparacdo com o método desenvolvido por cromatografia

gasosa.

Os compostos de silicio, como a dimeticona, possuem vibragfes das ligacdes
Si-H de forte intensidade em torno de 2200 cm™, correspondendo aos estiramentos
simétrico e assimétrico. Ja as ligagcbes Si-O-Si absorvem por volta de 1098-1015 cm”
! sendo fortes e largas resultantes do estiramento simétrico e assimétrico do grupo
Si-O°. Nesse estudo, foi utilizado o nimero de onda de 1260 cm™, onde ocorre a
deformacéo simétrica das ligagOes Si-CHs, banda forte e estreita, conforme indicado

pela USP'*.

3.2.3 Cromatografia

A matéria-prima de simeticona pode tanto ser usada em formulagfes sélidas,
(simeticona USP 100%), quanto em formulagdes liquidas em suspensao (simeticona
emulsdo 30%). Em funcdo da simeticona ser um tipo de polimero, sua quantificacéo
€ um pouco complexa, e sua andlise ndo tem tido bons desenvolvimentos de
metodologia. A deteccdo por UV ndo é possivel devido a auséncia de grupos
cromoforos no PDMS [15]. O método apresentado na monografia da USP € uma boa

alternativa. Contudo, é necessario um espectrofotémetro de infravermelho *.

Atualmente ha estudos relatando a quantificacdo de dimeticona por
cromatografia por exclusdo (SEC) ou permeacgédo de gel (GPC), usando como
deteccdo o principio do indice de refracdo®®, assim como HPLC-ELSD,
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector evaporativo de espalhamento
de luz **. Existem ainda outros desenvolvimentos envolvendo cromatografia liquida
(HPLC) e espectrometria atbmica de emissdo com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES)” e HPLC com ressonancia magnética (NMR) acoplado em
polidimetilsiloxanos*®. Para caracterizacdo, encontram-se ainda pesquisas na area
de espectrometria de massa, usando previamente cromatografia de exclusado para

separacdo 9202,

Nessa dissertagdo optou-se por trabalhar com cromatografia gasosa com

22,23

deteccdo por ionizacdo de chama““°, técnica simples e comumente achada em
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laboratérios farmacéuticos. Para confirmagdo dos compostos utilizados na
guantificacdo, utilizou-se cromatografia gasosa com espectrdmetro de massa de

guadrupolo.

3.3 Validag&o de Métodos Analiticos

Para garantir que o método desenvolvido por cromatografia gasosa com
deteccdo de ionizacdo de chama é adequado para a quantificacdo de dimeticona em
simeticona emulséo 30% e simeticona 100% foi utilizado o processo de validacdo de

metodologia analitica.

Segundo a NBR ISO/IEC 17025, 2001%*, a validacdo de um método analitico
€ a confirmagdo, por exame e fornecimento de evidéncia objetiva, de que o0s
requisitos especificos para um determinado uso pretendido sao atendidos. A
industria farmacéutica brasileira utiliza atualmente a legislacdo da Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como referéncia a validagdo de metodologia analitica,
onde estéa estabelecido que o objetivo de uma validagcdo é demonstrar que o método
€ apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-
guantitiva e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos
farmacéuticos®®>. A EURACHEM?® traz ainda que a validacdo de método é o
processo de definir uma exigéncia analitica, e confirmar que o método em
consideracao apresenta capacidade de desempenho consistente para a aplicagéo
pretendida. Por sua vez, a organizacdo mundial da saude (WHO) define que
validac&o analitica é a garantia de que o procedimento analitico selecionado dara

resultados reprodutiveis e confiaveis para a proposta pretendida®’.

A legislacdo brasileira estipula ainda que a metodologia analitica descrita em
farmacopéias ou formularios oficiais, devidamente reconhecidos pela ANVISA, pode
ser considerada validada. No caso da inexisténcia da metodologia analitica nesses
compéndios, a ANVISA considera a metodologia validada quando forem avaliados

0s parametros relacionados nas Tabelas | e Il.
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Tabela I: Classificacdo de testes analiticos, segundo sua finalidade®.

Categoria

Finalidade do Teste

Testes quantitativos para determinagcdo do principio
ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a
determinagdo de impurezas e produtos de degradacao
em produtos farmacéuticos e matérias-primas.

Teste de desempenho (por exemplo: dissolucao,
liberacdo do ativo)

Teste de identificac&o.

Tabela Il: Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua

finalidade®.
_ Categoria Il _ _
A Categoria Categoria Categoria
Parametro .
I SuEiEE Ensaio 1 v
Limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Repetibilidade Sim Sim N&o Sim N&o
Precisdo
Intermediaria *x *x Nao *x Nao
Limite de Deteccéo N&o N&o Sim * N&o
Limite de Quantificacéo Nao Sim Nao * Nao
Exatidado Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

*Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
**Caso houver comprovacdo de reprodutibilidade, ndo é necesséaria a comprovacdo da Precisédo

intermediaria.

Atualmente existe uma grande variedade de artigos que abordam validacéo

de metodologia analitica, na area farmacéutica. Desenvolvimentos tais como a

quantificacdo de lapachol em soluc&o?, captocril em comprimidos?® e clotrimazol em

solucéo spray>° encontram-se descritos na literatura.

Para validar um método é necessario realizar algumas etapas, tais como:

»Definir da aplicacéo, objetivo e escopo;

Claudia Flaviana da Silva Acunha 16



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

=Definir os parametros de validacéo e critérios de aceitacao;

»Planejar o processo de validagdo, como busca de referéncias bibliograficas,
selecdo de métodos disponiveis e pré-requisitos, como reagentes, vidrarias, padroes

de referencia, etc.
»Desenvolver o método que sera validado;
=Qualificar os materiais de analise;
»Produzir um procedimento operacional padrao para a validacao;
=Realizar os experimentos de validacdo com pessoal qualificado;

*Documentar a validacdo de metodologia analitica, gerando os seguintes
documentos: protocolo de validacdo, procedimentos operacional padrao e relatorio

de validacéo de metodologia analitica®.

3.3.1 Parametros de Validagcéao

Os parametros de validacdo devem ser bem definidos de acordo com
legislacdo vigente para analito em estudo. Caso nao exista nenhuma em vigor,

escolher uma linha de validacdo para ser executada®* 2> 26 27 31.32.33

Dua agéncias brasileiras, INMETRO e ANVISA, baseadas em normas
internacionais de validacdo de metodologia analitica, utilizam os seguintes termos

para os parametros de validacdo, podendo-se observar a diferenca de terminologia:

=INMETRO?*!: especificidade e seletividade, faixa de trabalho e faixa linear de
trabalho, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ);
sensibilidade (inclinacdo da curva), exatiddo e tendéncia (bias), precisédo
(repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade), robustez e incerteza de

medicao.

=ANVISA®: especificidade/seletividade, intervalos da curva de calibracao,
linearidade ((curva de calibracéo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacao
(LQ); exatidao, precisao: repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisao
intermediaria (precisao inter-corrida) e reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial),

robustez.

A seguir serdo abordadas as definicbes de cada elemento de validacéo.

Claudia Flaviana da Silva Acunha 17



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

3.3.1.1 Especificidade e Seletividade

A ANVISA traz esse parametro num Unico conceito, que diz que
seletividade/especificidade definem a capacidade do método de detectar o analito de
interesse na presenca de outros componentes da matriz. Em métodos
cromatograficos, em que substancias diferentes podem apresentar respostas
semelhantes, deve-se ter o cuidado de se utilizar detectores do tipo fotodiodos ou
espectrometro de massa para confirmar que o pico cromatografico € atribuido ao

analito em estudo?.

O guia de orientacdo do INMETRO traz separadas as definigoes:
especificidade é utilizada quando um método tem capacidade de produzir resposta
para apenas um analito, enquanto que seletividade é usada quando um método
produz resposta para varios analitos, mas pode distinguir a resposta de um analito

frente aos outros®..
3.3.1.2 Linearidade

Linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de uma
faixa especifica®®. A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a
resposta medida (sinal do equipamento) e a concentracdo do analito. A linearidade &
obtida pela padronizacdo interna ou externa e formulada pela equagdo matematica
usada para o célculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real.
A equacédo da reta que relaciona as duas variaveis é: y=ax+b, onde: y= resposta
medida (area do pico); x=concentracdo; a=inclinacdo da curva de

calibracdo=sensibilidade; b=interseccéo com eixo y, quando x=0°".

Para o parametro de linearidade, de acordo com a ANVISA®, USP! e ICH*,
s80 necessarios no minimo cinco niveis de concentracao de padrbes. Por outro lado,
para a AOAC® sdo utilizados quatro niveis de concentracdo de padrdes, medindo

durante trés dias.

A avaliacao da linearidade pode ser realizada sob diversas formas, utilizando-

se calculos estatisticos de regressao linear, anadlise de variancia, teste t-Student,

entre outros?> 31 3637, 38,41
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3.3.1.3 Intervalo ou Faixa Linear de Trabalho

Intervalo ou faixa linear de trabalho corresponde a faixa do maior ao menor
nivel de concentracdo do analito, estipulado a partir do parametro de linearidade. De
acordo com a ANVISA, os limites percentuais que devem estar contidos na faixa

linear para alguns métodos analiticos estdo expostos na Tabela lll.

Tabela Ill: Limites de Intervalo utilizados na validacdo de metodologia analitica *% 34

Ensaio Alcance

Determinacdo quantitativa do
analito em matérias-primas ou
em formas farmacéuticas

De 80% a 120% da concentracdo tedrica do
teste.

Do nivel de impureza esperado até 120% do

limite maximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicolégica ou efeitos
Determinacao de impurezas farmacoldgicos inesperados, os limites de

gquantificacdo e deteccdo devem ser adequados
as quantidades de impurezas a serem
controladas.

De 70% a 130% da concentragdo tedrica do

Uniformidade de conteldo
teste.

De +20% sobre o valor especificado para o

Ensaio de dissolucéo .
intervalo.

A faixa de trabalho deve cobrir o intervalo de aplicacdo para a qual o ensaio
de quantificacéo vai ser utilizado. A concentracdo mais esperada da amostra deve,

sempre que viavel, ficar no centro da faixa linear.
3.3.1.4 Limite de Deteccao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as

condicdes experimentais estabelecidas®.

Vérias metodologias podem ser utilizadas para a determinacdo do limite de

s

deteccdo, dependendo se € para técnicas analiticas instrumentais ou nao-

instrumentais. A seguir serdo descritas algumas metodologias aceitas e descritas em

guias de validac&o analitica internacionais e nacionais®> 3% 323334,
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sBaseado na aValiaQéO Visual.25'32’33'34

Pode ser usada para métodos instrumentais ou nao instrumentais, sendo o
limite de deteccdo determinado pela analise de amostras com baixas concentragdes
conhecidas do analito, de forma que fique estabelecido o menor nivel de

concentracao que se possa detectar o analito.

=Baseado no estudo de sinal-ruido.3?3%34

Esse estudo € para procedimentos analiticos que exibem linha de base,
sendo determinada a raz&o sinal-ruido a partir da comparagdo das medidas de
amostras com baixas concentra¢des conhecidas do analito com amostras de branco,
até que se estabeleca uma relacdo de 3:1 ou 2:1 de sinal-ruido. Essa concentracéo

minima é considerada o limite de detecgéo.

=Baseado no desvio-padréo em parametros da curva analitica 2>31323334

O limite de deteccéo pode ser expresso por:

_ 3,3DPa
IC

LD (equacéo-1)

Onde:
LD = limite de deteccéao;

DPa = desvio padrdo do intercepto com eixo y (coeficiente linear) de no

minimo trés curvas.
IC =inclinagédo da curva de calibragéo (coeficiente angular)
3.3.1.5 Limite de Quantificacao

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas®.
Assim como o limite de detec¢do, o limite quantificacdo possui trés formas de ser

determinado.

=Baseado na avaliacdo visual.®?3334

Esse método pode ser usado tanto para técnicas instrumentais quanto para
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nao instrumentais, o limite de quantificacdo pode geralmente ser determinado pela
analise de amostras com baixas concentracdes conhecidas do analito em estudo, de
forma que se estabeleca a minima concentracdo que possa ser quantificada com

precisao e exatiddo aceitaveis.

=Baseado no estudo de sinal-ruido. 323334

Essa metodologia de determinacdo do limite de quantificacdo pode ser
utilizada somente para técnicas que possuam linha de base. A relagédo sinal-ruido é
obtida a partir da comparagéo das medidas de amostras com baixas concentragoes
conhecidas do analito na matriz com medidas de amostras do branco, até que se

encontre a concentracao minima que ofereca uma razao sinal-ruido de 10:1.

=Baseado no desvio-padréo em parametros da curva analitica®®31323334

O limite de quantificacdo pode ser expresso por:

_ 10DPa

TS

(equacéo-2)

Onde:
LD = limite de deteccéao;

DPa = desvio padrdo do intercepto com eixo y (coeficiente linear) de no

minimo trés curvas.
IC =inclinagcédo da curva de calibracéo (coeficiente angular)
3.3.1.6 Preciséao

Precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem mltipla de uma mesma amostra®. De acordo com
o INMETRO®! precisdo é um termo geral utilizado para avaliar a dispersdo dos
resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, de

amostras semelhantes ou de padrdes, em condi¢cdes definidas.

Esse parametro pode ser realizado de trés formas diferentes: repetibilidade®

ou repetitividade®!, reprodutibilidade e preciséo intermediaria.
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»Repetibilidade ou repetitividade € grau de concordancia entre os resultados
de sucessivas medidas de um mesmo mensurando, efetuados dentro de um curto
espaco de tempo, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmas condi¢cdes

ambientais e mesmo procedimento padrdo =

De acordo com os guias da
ANVISA, do ICH e da USP, pode-se verificar esse elemento de validacao realizando
nove medi¢cbes, sendo trés de concentracdo baixa (50%), trés de concentracao
média (100%) e trés de concentracdo alta (150%), ou ainda seis medi¢fes seguidas
da concentragdo proxima ao alvo (100%). O guia do FDA estipula 15 medicdes:
cinco para cada concentracdo (baixa, média e alta), enquanto que o do INMETRO

indica sete ou mais repeticoes da amostra.

*Reprodutibilidade é a concordancia entre os resultados obtidos em
laboratoérios diferentes, como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacdo de metodologia analitica?®. A reprodutibilidade ndo é usada como
parédmetro de validagdo quando o método é utilizado por um anico laboratorio, mas

somente quando é necesséria a verificacdo de desempenho deste método>".

»Preciséo intermediaria € a concordancia de resultados do mesmo laboratorio,
mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes®®. O INMETRO também chama esse termo de reprodutibilidade interna,
avaliando a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo
método, no mesmo laboratério, mas definindo exatamente as condi¢cdes a variar,

como, por exemplo, analistas, equipamentos e tempo>".

A avaliacao dessas trés formas de precisdo pode ser efetuada pelo céalculo do
desvio-padrao relativo (DPR) ou do coeficiente de variagdo (CV), sendo o valor
maximo admitido pela ANVISA de 5%.

3.3.1.7 Exatiddo

Exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados encontrados
em relacdo ao valor verdadeiro®. Importante observar que o valor verdadeiro é uma
medida obtida num processo perfeito, sendo este valor, entdo impossivel de se
obter. Entdo o valor verdadeiro € aquele estimado e convencionalmente aceito como

verdadeiro®'.
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A exatiddo deve ser estabelecida de acordo com a faixa especifica de

. . , o . 25,34,39,40
linearidade para cada metodologia analitica: =™ =" ™

»Quantificacdo de principios ativos: utilizar a metodologia analitica na analise
de uma substancia de pureza conhecida (padrdo de referéncia); comparando os
resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda metodologia analitica
bem caracterizada, cuja exatiddo tenha sido definida. A exatiddo pode ser inferida,

uma vez que a precisao, linearidade e especificidade ja tenham sido estabelecidas.

»Quantificacdo de uma forma farmacéutica: andlise de amostras sintéticas, na
gual a quantidade de principio ativo que foi adicionada a matriz isenta desse
(placebo) é conhecida. Em casos em que o placebo da forma farmacéutica nao
possa ser obtido, aceita-se a adicdo de padrdo, adicionando-se quantidades
conhecidas do analito ao medicamento pronto. A exatiddo pode ser inferida, uma
vez que a precisao, linearidade e especificidade ja tenham sido estabelecidas.

»Quantificacdo de impurezas: analise pelo método de adicdo de padrdo, no
gual se adicionam quantidades conhecidas de impurezas e/ou produtos de
degradacdo a forma farmacéutica. Quando as impurezas e/ou produtos de
degradacéo séo indisponiveis, aceita-se a comparacdo dos resultados obtidos com

um segundo método bem caracterizado (metodologia validada)® 3* 3 4°,

Os guias do ICH, AOAC, USP e ANVISA indicam a analise de nove amostras,
sendo trés de concentracdo baixa, trés de concentracdo meédia e trés de
concentracdo alta. O resultado € expresso em percentual de recuperacdo da
guantidade conhecida de analito adicionado & amostra. A equacdo-3 pode ser usada

no calculo de recuperagéo:
Rec(%) = (%) x100 (equagao-3)

Onde:

Re c(%) = Percentual de recuperacéo do analito adicionado;

C1 = Concentracéo determinada na amostra adicionada
C2 = Concentracdo determinada na amostra ndo adicionada, no caso de
amostra sintética isenta de analito=0;

C3 = Concentracéo adicionada do analito.
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3.3.1.8 Robustez

Robustez do método é a medida da sua capacidade de permanecer inalterado
sob pequenas, mas estudadas, variacbes nos parametros do método e prover
indicacdo da sua dependéncia durante o uso normal. Em cromatografia gasosa se
varia coluna, temperatura e velocidade do gas de arraste, e em espectrofotometria
faz-se variagdo de pH da solugéo, temperatura e diferentes fabricantes de solventes
5. O INMETRO utiliza para esse parametro o teste de Younden, que permite avaliar
a robustez do método e influéncia de cada uma das variacdes. Nesse método sdo
realizados oito ensaios separados para determinar os efeitos da variacao de seis ou
sete fatores com dois niveis no procedimento analitico. A ordem de execucéo pode
ser aleatoria. A Tabela IV mostra a matriz dos fatores para a determinacdo da
robustez, usando a letra mailscula para o valor nominal do método (nivel alto) e a

letra mindscula para a variagéo a ser testado do método (nivel baixo)*".

Tabela IV: Matriz dos fatores para determinacdo da robustez do método" *.

Combinacgéo Ensaiada

Valor do Fator

1 2 3 4 5 6 7 8

Aoua A A A A a a a a
Boub B B b B B b b
Couc C c C c C C C c
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Fouf F f f F F f f F
Goug G g G g G G g
Resultado S T U Vv w X Y z

Esse mesmo plano também é chamado de delineamento de Plackett-Burman
(PB), experimento fatorial, podendo ser construida uma matriz com 8, 12, 16, 20 e
24 experimentos, sendo a mais utilizada a de 8 corridas, conforme ilustrado na
Tabela IV *'. Cabe salientar que essa estratégia estatistica permite a avaliacdo do

estudo da variagdo na metodologia analitica com uma melhor qualidade.
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Para calcular o efeito da variacdo de um fator em relacdo aos dois niveis
utilizados, deve-se encontrar os quatro valores (resultados) correspondentes as
letras mailsculas e as quatro mindsculas e diminuir uma média da outra (média essa
considerando cada um dos dois grupos). Por exemplo:

S4T+Y+Z U+V+W+X 3 35
1 .

médias é significativa, faz-se o uso do calculo do efeito critico, a partir do teste t-
Student ***,

Efeito D/d =

Para avaliar se a diferenca das

3.3.2 Critérios de Aceitacéo

Os critérios de aceitacdo séo definidos a partir da legislacdo vigente dentro do
territdrio nacional. Caso nao haja nenhuma que tenha abrangéncia na quantificacéo
do analito em estudo, pode-se usar organizac¢des internacionais como guia, podendo
serem estipulados dentro da empresa que usara o0 método em seu controle de
gualidade. Podem-se escolher ainda alguns testes estatisticos para ajudar na
avaliacdo. Os critérios de aceitagcdo utilizados nesse estudo encontram-se descritos

no item 4.3.6.

3.3.3 Documentacao de Validacdo Analitica

Todo o processo de validagdo de metodologia deve ser documentado, pois
isso faz parte da rastreabilidade da analise. E importante que todas as etapas da
validacdo sejam registradas, para fins de avaliacdo e regulamentacédo, podendo
essas serem exigidas por organismos regulamentadores. A documentacdo e o
processo de validacdo de metodologia analitica devem seguir as normas de boas

praticas de laboratério *+%°

, € esses devem assegurar que todas as informacdes
foram descritas, de forma que outro analista possa executar 0 método validado de
maneira adequada. Os principais documentos de uma validacdo sao: protocolo de
validacdo de metodologia analitica, procedimento operacional padrdo (POP) e

relatorio de validac&o analitica.
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3.3.3.1 Protocolo de Validacdo de Metodologia Analitica

O protocolo de validacdo de metodologia analitica, segundo a AOAC*®, deve

constar os itens mostrados na Tabela V.

Tabela V: Elementos que devem constar no protocolo de validacdo de métodos 4647

Elemento Indicacao

Determinacdo de dimeticona em simeticona (matéria-
Titulo prima) por cromatografia gasosa com deteccdo de
ionizac&o de chama.

Breve descricdo dos objetivos do estudo, incluindo os

Objetivo do estudo N L
parametros de avaliacao.

Descricdo da necessidade do desenvolvimento e da
Proposito/Necessidade validagdo do método em questdo, mostrando a sua
utilizacao.

Descricdo do escopo da aplicagdo para o método
Escopo/Aplicabilidade proposto, indicando a faixa de concentracdo adotada, a
matriz e o analito que serdo estudados.

Indicar a aparéncia da amostra, sua forma de preparacéo

Amostras .
e de armazenamento, e sua estabilidade.

Especificidade, limite de deteccéo, limite de quantificacéo,

Parametros de validagéo e A .
precisdo, exatidao, linearidade e robustez.

Critérios de aceitagcéo Forma de avaliagdo de cada parametro de validacao

Principio, equipamentos, reagentes, materiais, etapas da
Procedimento andlise, calculos, precaucdes, pontos criticos, estudos
preliminares, interferentes, referéncias, calibracéo.

Referéncias Bibliograficas Literatura utilizada.
Normalmente, o protocolo é controlado. Caso ocorra
Historico alguma alteracdo durante a validacdo, isso deve gerar
uma revisao.

3.3.3.2 Procedimento Operacional Padréo

Apés realizar todas as andlises de validacdo de metodologia, € necessario
gue se escreva 0 procedimento operacional padrdo, conhecido por POP, de forma
clara e objetiva, sem ambiguidades. O procedimento deve auxiliar a aplicacdo da
metodologia dentro do controle de qualidade, e deve possibilitar a sua execucao de
maneira correspondente aquela do processo de validagdo. Caso contrario, 0

desempenho do método podera ser diferente do esperado. O guia da I1SO 78/2 (2)*
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indica que o método padrao deve ter em seu procedimento os itens da Tabela VI.

Tabela VI: Elementos que devem constar no procedimento operacional padréo

48,49,50
Elemento Indicagéo
Escopo Breve explicacdo sobre o que método determina.
D Definicdo precisa do analito ou parametro determinado
Definicdes

Campo de Aplicacéo
Principio

Equipamentos

Reagentes

Amostragem
Procedimento

Célculo e Expressdo de
Resultados

Notas

Anexos

Referéncias

pelo método.
Tipo de material/matriz para qual o método é aplicado.
Etapas basicas envolvidas no procedimento.

Especificagcbes dos equipamentos utilizados para a
determinagéo.

Reagentes analiticos com seus respectivos graus de
pureza.

Descricdo do processo de amostragem.

Dividido em paragrafos numerados ou subclasses,
incluindo a preparacdo da amostra, do padrdo e
procedimento de medida.

Indicagdo da forma de célculo do resultado final e a
unidade na qual o resultado sera expresso.

Informacgdes adicionais sobre o procedimento, podem ser
fornecidas sob forma de notas, colocadas no final da
pagina ou no corpo do texto.

Inclusdo de todas as informacdes sobre o controle
analitco, como tabelas estatisticas, dados de software, etc.

Referéncias utilizadas para o desenvolvimento do método.

3.3.3.3 Relatoério de Validacdo de Metodologia Analitica

O relatorio de validacdo é o documento que reune todos 0s registros,

resultados e avaliacdo de um processo ou sistema de validacdo concluida *°%. Ele

pode conter os elementos mostrados na Tabela ViII.
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Tabela VII: Elementos que podem constar no relatério de validacdo de metodologia

analitica >,
Elemento Indicacéo
Titulo Tipo de determinacao estudada.
Aplicabilidade Indicar matriz, analito, produto.
Principio Resumo das etapas basicas do procedimento.
Materiais/Amostras Reagentes e instrumentos necessarios.
Calibragéo Padrdes de referéncias utilizados.

Principio, equipamentos, reagentes, materiais, etapas da
Procedimento andlise, calculos, precaucbes, pontos criticos, estudos
preliminares, interferentes, referéncias, calibracéo.

Controle -

Resultados obtidos em cada paréametro de validacdo com
Resultados suas respectivas avaliacdes, incluindo calculos de resultados,
estatisitca aplicada.

Concluséo Definir se 0 método estéa apropriado para a sua finalidade.
Referéncias Referéncias bibliograficas utilizadas.

Pessoas envolvidas na elaboracéo, realizacéo e aprovacao da

Aprovacao validacéo de metodologia

3.3.4 Revalidacéo

A revalidagéo de metodologia analitica deve ocorrer quando houver: >3

*Mudanca na sintese da substancia ativa;
»Mudanca na produc¢éo do produto acabado;
*Mudancga no procedimento analitico

*Troca de fornecedor de matéria-prima.
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4 METODOLOGIA ANALITICA
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4 METODOLOGIA ANALITICA

4.1 Caracterizacdo da Matéria-prima

Para avaliacdo da matéria-prima de simeticona foram utilizadas algumas
técnicas analiticas qualitativas, que auxiliaram na sua caracterizacdo, entre elas

estao:

»Espectroscopia de infravermelho préximo que € muito utilizada na industria
farmacéutica para no processo de controle de qualidade da matéria-prima utilizada
em suas formas farmacéuticas, pois facilita as analises de identificacdo e

gualificacédo, sendo essas obrigatérias em substancias ativas.

=»Cromatografia de permeacdo de gel, utilizada para verificacdo da faixa do
massa molecular da matéria-prima de simeticona emulsdo 30% e simeticona 100% e

do padréo de referéncia USP.

»Cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massa para
auxiliar a verificacdo da especificidade do método cromatografia gasosa com

ionizagao de chama.

4.1.1 Reagentes Utilizados

Os reagentes utilizados nos métodos de qualificacdo e caracterizacdo da
matéria-prima de simeticona emulsdo 30% e de simeticona 100% foram os
seguintes: padrao primario de polidimetilsiioxano da farmacopéia americana
(100,0%, USP, Estados Unidos), tolueno grau HPLC (299,9%, Carlo Erba, Italia),
tolueno grau HPLC ((299,9%, Merck, Alemanha), hexano grau HPLC ((=98,0%,
Carlo Erba, Italia), hexano ((=98,0%, Merck, Alemanha), acido cloridrico 37% grau
analitico (37,7%, Nuclear, Brasil), sulfato de sodio anidro (101,2%, Nuclear, Brasil),
agua ultrapurificada pelo equipamento de Milli-Q, e tetrahidrofurano destilado e

desgaseificado.

4.1.2 Equipamentos

Os equipamentos disponiveis para as metodologias quantitativas foram os

seguintes:

»Cromatégrafo gasoso modelo 6890, marca Agilent, com detector de massa
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de quadrupolo acoplado, modelo 5973, marca Agilent e amostrador automatico,
modelo 7683, marca Agilent, Estados Unidos.

=»Cromatografo de permeacdo de gel, modelo 510, marca Waters, Estados
Unidos, com detector de indice de refracdo, modelo 410, marca Waters, Estados

Unidos.

»Centrifuga de bancada digital e microprocessada, modelo CT5000, marca

Cientec, Brasil;
=Agitador magnético, modelo RO10, marca IKA, Alemanha.
»Balanca analitica 0,01 mg, modelo CP225D, marca Sartorius, Alemanha.
=L avadora ultra-sonica, modelo USC-2800, marca Unique, Brasil.
»Espectrometro de absor¢do molecular no infravermelho préximo, modelo NIR
5000, marca FOSS, Estado Unidos.

4.1.3 Procedimentos de Analise

4.1.3.1 Espectroscopia de Absorcdo Molecular no Infravermelho
Préoximo (NIRS)

Para qualificacéo e identificacdo da dimeticona no infravermelho proximo foi
necessaria a constru¢cdo de uma biblioteca valida. Foram realizadas as seguintes

etapas para identificacdo e qualificacao:

a) Separacdo de 24 amostras do estoque para leitura em espectroscopio de
infravermelho préximo;

b) N&o foi necesséaria preparacao prévia das amostras;

c) Leitura em equipamento de NIRS com sonda de caminho 6ptico de 10 mm;

d) Tratamento matemético dos espectros de simeticona pela segunda

derivada;

e) Escolha da faixa do espetro eletromagnético utilizada para qualificacdo e
validac&o da biblioteca entre 1100 e 2100 nm.

f) Tratamento matematico por regressao de variacao linear maltipla.

f) Leitura de trés amostras de matéria-prima para verificacdo da biblioteca;
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g) Leitura de 8 amostras de dimeticona para identificacdo e qualificac&o.
4.1.3.2 Espectrometria de Massa

Para verificacdo cromatografica foi realizada andlise de trés amostras: padrao
de dimeticona USP, amostra de Simeticona emulséo 30% e amostra de Simeticona
100%.

As amostras foram preparadas de acordo com o método de cromatografia

gasosa com deteccao de ionizagéo de chama utilizado no item 4.2.3.

As condi¢Bes cromatograficas de andlise utilizadas foram: temperatura inicial
de 40 °C (2 min.), com rampa de aquecimento em taxa de 60 °C/min. até 290 °C,
totalizando 60,67 minutos de analise. A razdo de split foi 1:20. Coluna

cromatografica HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Obteve-se 0 espectro de massa dos trés primeiros picos do cromatograma,
sendo comparados com a biblioteca NIST contida no software MS Search, versao
1.7a.

4.1.3.3 Cromatografia de Permeacéao de Gel (GPC)

Para analise de determinagdo de massa molecular mediu-se
aproximadamente 10 mg de amostra de matéria-prima de simeticona, sendo essa
solubilizada em 4 mL de THF destilado e desgaseificado. O eluente utilizado foi o
tetrahidrofurano (THF) com vazédo de 1 mL /min e 45°C de temperatura interna. Para

calibracéo utilizaram-se amostras padréo de poliestireno monodisperso.

4.2 Método Quantitativo

4.2.1 Reagentes Utilizados

Os reagentes utilizados nos métodos de quantificacdo de dimeticona em
matéria-prima simeticona emulsdo 30% e simeticona 100% foram 0s seguintes:
padrdo primario de polidimetilsiloxano da farmacopéia americana (100,0%, USP,
Estados Unidos), tolueno grau HPLC (299,9%, Carlo Erba, Italia), tolueno grau HPLC
((=299,9%, Merck, Alemanha), hexano grau HPLC ((298,0%, Carlo Erba, Italia),
hexano ((=98,0%, Merck, Alemanha), acido cloridrico 37% grau analitico (37,7%,
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Nuclear, Brasil), sulfato de soédio anidro (101,2%, Nuclear, Brasil) e agua
ultrapurificada pelo equipamento de Milli-Q.

4.2.2 Equipamentos

Os equipamentos disponiveis para as metodologias quantitativas foram os

seguintes:

»Cromatdgrafo gasoso com detector de ionizacdo de chama, modelo 6890N,
marca Agilent, Estados Unidos, e amostrador automatico, modelo 7683, marca

Agilent, Estados Unidos;

=Espectrometro de Absor¢cdo Molecular no infravermelho, modelo FT Nicolet
Avatar 370 DTGS, marca Thermo, Estados Unidos;

=Centrifuga de bancada digital e microprocessada, modelo CT5000, marca

Cientec, Brasil;

»Agitador magnético, modelo RO10, marca IKA, Alemanha.
»Balanca analitica 0,01 mg, modelo CP225D, marca Sartorius, Alemanha.
= avadora ultra-sénica, modelo USC-2800, marca Unique, Brasil.

4.2.3 Preparacdo das Amostras

4.2.3.1 Padrdo e Amostra de Simeticona Emulsdo 30%"*

Para o preparo do padrédo de Simeticona emulsdo 30% foi necessario pesar
exatamente, cerca de 800,0 mg do padrdo secundario simeticona 30% em um
erlenmeyer de 100 mL com rosca. Adicionou-se, volumetricamente, 20,0 mL de
tolueno, a seqguir fechou-se o frasco e agitou-se por 10 minutos em agitador
magneético. Adicionou-se 50 mL de solucdo de acido cloridrico:agua (2:5). Agitou-se
por 30 minutos em agitador magnético. Transferiu-se para péra de decantacdo e
deixou-se em repouso por 30 minutos. Depois de descartar a fase aquosa, retirou-se
uma aliquota de 10 mL da fase organica para tubo de centrifuga contendo 1,0 g de
sulfato de sodio anidro. Centrifugou-se o tubo e separou-se 0 sobrenadante para as

anélises cromatograficas e espectrofotométricas. Concentracéo final de 12 mg;mL™.
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4.2.3.2 Padrao e Amostra de Simeticona 100%

O padrédo de Simeticona 100% foi preparado diferentemente do padrdo de
dimeticona emulsédo 30%, em fungéo desse padrdo nado estar disperso em agua, sua
solubilizacdo em hexano foi mais simples. Pesou-se exatamente, cerca de 80,0 mg
do padréo secundario Simeticona 100%. Transferiu-se para um baldo volumétrico de
25,0 mL com auxilio de hexano, completando o volume. Homogeneizou-se a solucéo
em ultra-som durante 20 minutos. Procedeu-se a analise cromatografica e

espectrofotométrica. Concentracao final de 3,2 mg;mL™.

4.2.4 Parametros de Analise

4.2.4.1 Analise de Cromatografia Gasosa com Deteccéo de lonizacédo de

Chama

Os parametros cromatograficos que foram utilizados para as analises de

matéria-prima de Simeticona emulsdo 30% e Simeticona 100% estdo apresentados

na Tabela VIII.

Tabela VIII: Condi¢bes cromatograficas da analise de simeticona emulsdo 30% e

simeticona 100%.

Parametro

Simeticona Emulsao 30%

Simeticona 100%

Programacé&o do Forno

Temperatura do Injetor
Razéao de Split
Temperatura do Detector
Gases Detector

Fluxo do gas de arraste (N,)

Volume de injecéo

Tempo de retengdo (min)

Coluna

Solvente de lavagem

0,0 °C/min 80°C 0,5 min
15,0°C/min 180°C 0,0 min
35,0°C/min  300°C 0,4 min

260°C

15

290°C

H,:N,:ar sintético (30:35:350)
1,8 mL/minuto
2 uL

Picos em 2,95, 4,15 e 5,8
(grupo de dimeticona)

HP-5 J&W Scientific (30m x
0,32mm x 0,25um)

Tolueno

0,0 °C/min 80°C 0,5 min
15,0°C/min  180°C 0,0 min
35,0°C/min  300°C 0,4 min
260°C
5
290°C

H,:N,:ar sintético (30:35:350)
1,8 mL/minuto
2 uL

Picos em 2,95, 4,15e 5,8
(grupo de dimeticona)

HP-5 J&W Scientific (30m x
0,32mm x 0,25um)

Hexano
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4.2.4.2 Analise de Espectroscopia de Absorcdo Molecular no

infravermelho por Transformada de Fourier

Os parametros analiticos da analise de espectrofotometria de infravermelho
da matéria-prima de simeticona emulsao 30% e Simeticona 100% foram os listados

na Tabela IX abaixo.

Tabela IX: Condi¢cdes espectroscopicas da analise de simeticona emulsdo 30% e
simeticona 100%.

Parametro Simeticona Emulséo 30% Simeticona 100%
Namero de onda 1260 cm™ 1260 cm™
Regi&io de Absorgéo 1321 - 1209 cm™ 1309 — 1209 cm™
Janela KBr KBr
Espacador 0,2 mm 0,5 mm
Numero de Scans 32 32

4.2.5 Expresséo de resultados

Os resultados sdo expressos como percentual de recuperacdo do ativo

(dimeticona) através das seguintes equacdes:

Mp x P
CP = % (equago-4) CA= AmA—xpCP (equagéo-5)
CTA= % (equagéo-6) % Re cuperagéo = é:_; x100 (equagao-7)
Onde:

CP = concentracao do padréo (mg.mL-1);
MP = massa pesada do padrao (mg);

P = pureza (%);

VP = yolume da pipeta/baldo volumétrica (mL);
CA = concentragéo da amostra (mg.mL-1);

AM = area da amostra (u.a.);

AP = 4rea do padréo (u.a.):

CTA = concentracao teérica amostra (mg.mL™);

Ma = massa pesada da amostra (mg).
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4.3 Estratégia de validacdo de metodologia analitica

A metodologia utilizada para a validacéo foi baseada na resolucdo 899 da

ANVISA %°, e 0s parametros e a estratégia utilizados estéo, logo a seguir, descritos.
4.3.1 Especificidade/Seletividade

Para verificacdo da especificidade dos métodos foram comparados os
cromatogramas e espectros de uma amostra do diluente utilizado na analise, ou

seja, isento do analito, com um padréo de referéncia do analito em estudo.
4.3.2 Linearidade e Intervalo

Para comprovar a linearidade dos métodos cromatograficos e
espectrofotométricos foram construidas curvas de calibracdo com sete niveis de
concentracdo de dimeticona, sendo que as concentracbes foram escolhidas de
forma que correspondessem a 50 %, 80 %, 90 %, 100 %, 110 %, 120 % e 150 % da
concentragéo escolhida para alvo.

Para o método de quantificacdo de dimeticona em simeticona emulsdo 30%
foi utilizada a faixa de 6 a 18 mg.mL™ de analito e para o0 método de quantificacéo de
dimeticona em simeticona 100% foi usada a faixa de 1,6 a 4,8 mg.mL™" de analito,
sendo que o valor intermedario de cada faixa foi considerado a concentragéo alvo de
100%.

Os niveis de concentracao utilizados estdo descritos na Tabela X.

Tabela X: Niveis de concentragédo de padrées de dimeticona

Conc Simeticona Conc Simeticona

Corl:lé\e/:er)lltrdaei;éo RN ) Emulsao 30% 100%
(mg.mL™) (mg.mL™)

1 50 6,0 16

2 80 9.6 2,56

3 90 10,8 288

4 100 12,0 3.2

5 110 13,2 3.52

6 120 14,4 3,84

7 150 18,0 48
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As amostras de padrbes foram analisadas em triplicatas e a linearidade foi

avaliada pelo método de regresséo linear.

4.3.3 Exatiddo

Para a exatiddo foram analisadas nove amostras em cada método, sendo trés
de concentracdo baixa (50%), trés de concentracdo media (100%) e trés de
concentracao alta (150%). Cada amostra foi analisada em triplicata.

4.3.4 Precisao

A precisdo foi avaliada de duas formas: repetitividade e preciséo
intermediaria. Para a avaliacdo do parametro de repetitividade foram preparadas
seis amostras, mais um padrdo de referéncia na concentracdo de 100% da
concentragéo alvo, sendo essas analisadas no mesmo dia, pelo mesmo analista, no

mesmo equipamento e em triplicata.

A precisao intermediaria foi calculada a partir das amostras de exatiddo que
foram realizadas em trés dias diferentes, em trés concentragdes: de 50%, 100% e
150% da concentracdo alvo. Foram calculados: a média das recuperagdes, o desvio
padrao relativo entre as triplicatas e o desvio padréo relativo das recuperagdes entre

os trés dias de analise para cada faixa examinada.

4.3.5 Robustez

Para os métodos cromatograficos foram estudadas variacbes para

| 31354154 "sando os

parametros considerados criticos, segundo o experimento fatoria
fatores empregados: temperatura inicial do forno, o analista, o fluxo de gas de
arraste, o volume de injecdo, a razédo de split, a temperatura do injetor. Os testes

realizados estdo descritos nas Tabelas Xl e XII.

Para efetuar a série de experimentos planejados de acordo com as Tabelas
Xl e XllI, foi utilizada uma preparacédo do analito na concentragao alvo (100%), que

foi analisada em triplicata.
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Tabela XI: Testes de robustez do método de quantificacdo de dimeticona em

matéria-prima de simeticona emulsdo 30% por cromatografia gasosa.

Experimento

Parametro
S T U V wW X Y Z
Tinicial forno (°C) 80 80 80 80 85 85 85 85
Analista C C A A C C A A

Fluxo (mL/min) 1,8 1,7 1,8 1,7 1,8 1,7 1,8 1,7

Vinje(;éo (IJL) 2 2 1 1 1 1 2 2
Razéo split 15 20 15 20 20 15 20 15
Tinjetor (°C) 260 265 265 260 260 265 265 260

T: Temperatura; V: volume de injecéo.

Tabela XlI: Testes de robustez do método de quantificacdo de dimeticona em

matéria-prima de simeticona 100% por cromatografia gasosa.

Experimento

Parametro
S T U V W X Y Z
Tinicial forno (°C) 80 80 80 80 85 85 85 85
Analista C C A A C C A A

Fluxo (mL/min) 1,8 1,7 1,8 1,7 1,8 1,7 1,8 1,7

Vinjecao (ML) 2 2 1 1 1 1 2 2
Razo split 5 10 5 10 10 5 10 5
Tinjetor (°C) 260 265 265 260 260 265 265 260

T: Temperatura; V: volume de injecéo.

Para a espectrometria molecular no infravermelho efetuou-se o estudo de

robustez de forma aleatéria, variando-se o niamero de varreduras (scans), a marca

do solvente e a temperatura ambiente.
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4.3.6 Critérios de Aceitacao

Os critérios de aceitacao utilizados para a validacdo dos métodos analiticos

de cromatografia gasosa e espectrofotometria de infravermelho estdo apresentados

na Tabela XIlII. Esses critérios sao utilizados para definir se o método validado pode

ser usado para a finalidade a qual se destina. Alguns testes estatisticos foram

aplicados e sédo descritos e discutidos posteriormente com a discussao dos

resultados.

Tabela XIlII: Parametro de validacdo versus Critério de aceitacao.

Parametro de Validacao

Critérios de Aceitacao

Especificidade/Seletividade

A amostra branco ndo deve apresentar pico no tempo de
retencdo da dimeticona na cromatografia gasosa e
nenhuma absor¢cdo na regido de absorcdo do analito
dimeticona na espectrofotometria de infravermelho

Linearidade

Coeficiente de correlacéo linear (R?) maior ou igual a 0,99.
Desvio padrao relativo entre triplicatas menor que 5%.

Exatidao

Recuperacao de 93 a 107% da concentracao alvo.
Desvio padrao relativo entre triplicatas menor que 5%.

Repetibilidade

Recuperacao de 93 a 107% da concentracao alvo.
Desvio padrao relativo intra-dia menor que 5%.
Desvio padrao relativo entre triplicatas menor que 5%.

Preciséao
Recuperacéo de 93 a 107% da concentracéo alvo.
Intermediaria Desvio padrao relativo inter-dias menor que 5%.
Desvio padrao relativo entre triplicatas menor que 5%.
Recuperacao de 93 a 107%.
Robustez Desvio padréo relativo entre os testes menor que 5%.

Desvio padrao relativo entre triplicatas menor que 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagcdo da Matéria-prima de Simeticona

5.1.1 Espectroscopia de Absorg¢édo Molecular no Infravermelho Proximo

(NIRS)

A espectroscopia de infravermelho proximo é muito utilizada para a
identificagdo de substancias farmacéuticas, pois oferece um alto poder de
identificagdo, sendo uma analise rapida, ndo destrutiva e de quase ou nenhuma
preparacdo de amostra. No caso desse estudo, essa técnica foi utilizada para
identificagdo da matéria-prima de simeticona. Essa identificagéo, feita a partir de
uma biblioteca validada descrita sucintamente no item 4.1.3, é utilizada para
certificar que a matéria-prima que esta sendo utilizada pertence ao grupo utilizado

para a construcao da biblioteca.

As figuras 4 e 5 mostram o0s espectros de amostras de matérias-prima de
simeticona utilizadas na preparacao da biblioteca no equipamento de NIRS, sendo
que a Figura-4 é sem tratamento matematico e a Figura-5, com aplicacdo da
segunda derivada. Para melhor visualizacdo, a Figura-6 apresenta o espectro de
apenas uma amostra de matéria-prima de simeticona emulsédo 30% na faixa de 1100
a 2300 nm sem tratamento matematico, enquanto que a Figura-7 traz apenas um

espectro com a aplicagéo da segunda derivada.
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Figura-4: Espectros utilizados na construcdo da biblioteca de simeticona no

espectrometro de infravermelho proximo.
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Figura-5: Espectros utilizados na construcdo da biblioteca de simeticona no

espectroscopio de infravermelho préximo aplicado a segunda derivada.
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Figura-6: Espectro de uma amostra de Simeticona Emulsao 30%MP no NIRS.
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Figura-7: Espectro de uma amostra de Simeticona Emulsdo 30% MP aplicada a
segunda derivada pelo software.

As amostras analisadas por NIRS passaram no teste de identificacdo e
gualificacéo, indicando que elas pertencem a populacao utilizada para a construcéo
da biblioteca. A Tabela XIV traz os resultados da identificacdo de oito amostras de
lotes diferentes identificadas no equipamento de NIRS.

Tabela XIV: Resultados de identificacdo das matérias-prima de simeticona por
NIRS.

Data Horério IdeAr;rt:zi)g?r%éo Ar-r:ici))sc;ra Identificacao | di?]?i%légggo Pass/Fail QTJZTilfJilthggo P/F
17/5/2007 16:25:56 2652 Desconhecida Simeticona 0,999 Pass 0,999 Pass
17/5/2007 16:29:07 5698 Desconhecida Simeticona 0,999 Pass 0,999 Pass
17/5/2007 16:31:56 6699 Desconhecida Simeticona 0,998 Pass 0,998 Pass
17/5/2007 16:34:39 7887 Desconhecida Simeticona 1,000 Pass 1,000 Pass
17/5/2007 16:38:47 9468 Desconhecida Simeticona 1,000 Pass 1,000 Pass
17/5/2007 16:41:46 11756 Desconhecida Simeticona 0,998 Pass 0,998 Pass
17/5/2007 16:44:37 13393 Desconhecida Simeticona 0,999 Pass 0,999 Pass
17/5/2007 16:49:21 16430 Desconhecida Simeticona 0,999 Pass 0,999 Pass
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5.1.2Espectrometria de Massa

Para verificacdo da especificidade do méetodo de cromatografia gasosa foi
utilizado um detector de massa quadrupolo para identificacdo de siloxanos. A partir
da biblioteca contida no software utilizado pelo equipamento, os cinco primeiros
picos que saem separados pela coluna cromatografica potencialmente
correspondem a polidimetilsiloxanos. As figuras 8, 9 e 10, apresentam o espectro
dos trés primeiros picos utilizados na validacdo de metodologia na técnica de

cromatografia gasosa com deteccao de ionizacdo de chama.
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Figura-8: Espectro do primeiro pico de dimeticona utilizado para a quantificagao de

dimeticona em matéria-prima de simeticona.
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Figura-9: Espectro do segundo pico de dimeticona utilizado para a quantificacao de

dimeticona em matéria-prima de simeticona.
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Figura-10: Espectro do terceiro pico de dimeticona utilizado para a quantificacdo de

dimeticona em matéria-prima de simeticona.

5.1.3Cromatografia de Permeacéao de Gel

Na cromatografia de permeacdo de gel, onde a separacdo cromatografica é
realizada por excluséo, utilizando como deteccédo o indice de refracdo da fase movel
gue € tetrahidrofurano (THF) como referéncia, os cromatogramas obtidos sé&o
aqueles mostrados nas Figuras 11, 12 e 13. Poucas conclusdes dessa
caracterizacdo, contudo, pode-se comentar que as duas amostras de matérias-prima
utilizadas (uma de simeticona 100% e outra de simeticona emulsdo 30%) tém a
mesma variacdo de massa molecular que o padrdo de referéncia de

polidimetilsiloxano USP.

Figura-11: Cromatograma do padrédo USP de polidimetilsiloxano por cromatografia
de permeacéao de gel.
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Figura-13: Cromatograma da amostra de simeticona 100% por cromatografia de

permeacéao de gel.

5.2 Padronizagéo do Padréo de Dimeticona

A utilizacdo de materiais de referéncia € de extrema importancia no processo

de validagdo, sendo que esses devem ser de origem analitica conhecida e confiavel,

normalmente de uma sintese ou purificacdo de compostos técnicos, passiveis de

rastreabilidade. Esse tipo de substéancia, invariavelmente, € de alto custo, e muitas

vezes nao esta disponivel para venda. No caso desse estudo, o padréo primario foi

comprado da farmacopéia americana (USP), uma ampola com 200 mg de padrao,
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podendo ser usado uma unica vez. Por esse motivo, escolheu-se uma amostra de
matéria-prima de simeticona 100% e uma amostra de matéria-prima de simeticona
emulsdo 30% para serem utilizadas como material de referéncia, de forma a

viabilizar o processo de validagéo.

Para realizacdo da padronizacdo, empregou-se 0 método, considerado
validado, da USP, usando a técnica de espectroscopia de absorcdo molecular no
infravermelho por transformada de Fourier( FTIR), disposto na monografia da
simeticona emulsdo 30%*. A preparacdo do padrdo e das amostras é igual ao
procedimento descrito no item 4.2.3.1, com exce¢do da massa utilizada, que foi de
50 mg, indicada pelo compéndio americano. A andlise foi realizada com trés
replicatas de cada matéria-prima e a média encontrada para a amostra de
simeticona 100% foi de 100,52% e para a amostra de simeticona emulsdo 30% foi
de 27,39%. Essas amostras, entdo, foram utilizadas como padrao de trabalho para a

preparacao das amostras de todo o processo de validacdo de metodologia analitica.

5.3 Validac&o de Metodologia Analitica

5.3.1 Simeticona Emulsao 30%

5.3.1.1 Especificidade/Seletividade

No meétodo cromatografico, no cromatograma da amostra branco ndo se
observou nenhum pico no tempo de retencdo do analito em estudo e no método por
infravermelho, no espectro da amostra branco n&o se obteve nenhuma absorcéo na

regido da dimeticona entre 1321 e 1209 cm™.

A seguir, as Figuras 14 a 18 apresentam os cromatogramas e espectros do
padréo de concentracdo 100% do alvo estipulado e da amostra Branco do método
de cromatografia gasosa e do método de espectroscopia de infravermelho de

guantificacdo de dimeticona em simeticona emulsao 30%.
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Figura 14: Cromatogramas das triplicatas do padrao de referéncia de dimeticona por

cromatografia gasosa para a matéria-prima de simeticona emulsédo 30%
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Figura 15: Cromatogramas das triplicatas da amostra Branco (tolueno) por

cromatografia gasosa para a matéria-prima de simeticona emulsédo 30%.
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Figura 16: Espectros das triplicatas do padrdo de referéncia de dimeticona do

método de infravermelho para a matéria-prima de simeticona emulséo 30%

1.0 < Saleimsdads 100% Padrks Divsticonas Emulslo 10% M Rep 1

TE

Absorbance

o —

1.6 {Sebqtividade 100% Padris Dimeticona Emulalio 30% W Rep 1
144

124

Aborbhance

104

T

1.0} Setatsadade 100% Padrio Dimeticona Emuisio 30% M® Rep 3
084 f

E 0sd
§ o
021 -

:r"'; — a a - - - --:'“ e Fom— rr=———

1320 1300 1280 1260 1240 1270 BT
Wissenumbaers {cm-1]

Prs—r—rer
1180

Figura 17: Expansao da regido de absorcéo utilizada no método de quantificacdo de

dimeticona por infravermelho.
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Figura-18: Espectros das triplicatas da amostra Branco (tolueno) do método de

infravermelho para a matéria-prima de simeticona emulséao 30%

5.3.1.2 Linearidade e Intervalo

A Tabela XV apresenta os resultados das areas dos sinais cromatograficos
(GC-FID) e por infravermelho (FTIR) para a série de padrdes sintéticos avaliados. A

Figura 19 mostra a curva de linearidade construida.

Tabela XV: Linearidade e Intervalo dos métodos de quantificagdo de dimeticona em

simeticona emulsao 30%.

Padréo Intervalo Concentracio Area GC-FID  Area FTIR
dimeticona (%) calculada (mg.mL™) (u.a.) (u.a.)
1 50 5,68 611,8775 6,2480
2 80 9,12 948,2898 10,8639
3 90 10,28 1066,5217 12,4627
4 100 11,40 1163,6624 13,4723
5 110 12,52 1282,7044 14,4499
6 120 13,66 1373,3000 16,2843
7 150 17,12 1703,3488 19,3449

GC: cromatografia gasosa com ionizagdo de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
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Figura 19: Variacdo da area em fungdo da concentracdo de dimeticona: A)
cromatografia gasosa B) espectroscopia de infravermelho.

A partir do método dos minimos quadrados, com o auxilio do software Excel
do Windows, estimaram-se a equacao da reta da relacdo entre a area (sinal) e a
concentracdo de dimeticona e o coeficiente de correlacdo linear, para cada método.
A Tabela XVI apresenta o resumo dos resultados.
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Tabela XVI: Resumo de resultados da regressdo linear dos meétodos de

guantificacédo de dimeticona em simeticona emulsao 30%.

Método Coeficiente Parametro de Equacio Coeficiente de
angular linearidade quag correlagéo linear (R?)
GC-FID 95,14 79,87 Y=95,14X+79,87 0,9995
FTIR 1,14 0,30 Y=1,14X+0,30 0,9905

*Y se refere & area medida e o X se refere & concentracdo de dimeticona em mg.mL"; GC-FID: cromatografia gasosa com
ionizagcao de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

Os coeficientes de correlagéo obtidos estdo acima de 0,99, estando dentro do
critério de aceitacdo, sendo que o método cromatografico apresentou maior

correlacao linear entre a concentracdo obtida e a concentragao teorica.

Na avaliagéo da linearidade da curva obtida foi utilizado o teste de validade da
regressao onde se utilizou o método estatistico de andlise de variancias (ANOVA),
pelo método dos minimos quadrados, para um modelo linear. Os valores que se
obtiveram para o célculo dentro dos métodos de quantificacdo de dimeticona em

simeticona emulsdo 30% estdo descritos na Tabela XVII.

Tabela XVII: Resumo de resultados da ANOVA dos métodos de quantificacdo de

dimeticona em simeticona emulsao 30%.

Método Fon_te (Ele _ Graus de Soma dos Média Quadratica =
Variagdo liberdade (v) quadrados (SQ) (MQ)
Regresséao 1 2127980 2127980 33805,5
GC-FID Residuo 19 1196,009 62,9478
Total 20 2129176
Regresséao 1 306,6905 306,690 1989,00
FTIR Residuo 19 2,9293 0,1542
Total 20 309,620

GC: cromatografia gasosa com ionizagdo de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier; F:
razéo entre MQ da regresséo e o MQ do residuo.

Observando a Tabela XVII pode-se concluir que a analise de variancia com
F=QMgres/QMres Obteve um valor de F bem maior que Feritco 5% (119 =4,381 *°,
indicando que a=0, o que significa, que em nivel de confianca de 95%, que a

inclinagdo da reta da regresséo néo € nula, ou seja ha regresséo %,

Para verificacdo de dados discrepantes na curva de linearidade aplicou-se o

teste de Grubbs, sendo esse um teste que € utilizado para a tomada de deciséo de
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valores de outliers (valores distantes da média). Os resultados encontrados foram os

expostos na Tabela XVIII.

Tabela XVIII: Resumo de resultados do teste de Grubbs dos métodos de

qguantificacdo de dimeticona em simeticona emulsao 30%.

Método Média Geral DP Geral G Min G Méax G Critico
GC-FID 1164,2 326,3 1,704 1,663 2,557
FTIR 13,30 3,934 1,794 1,537 2,557

DP:desvio-padréo; GMin:valor minimo de Grubbs; GMéax:valor méximo de Grubbs; Gcritico:valor tabelado de Grubbs para 21
graus de liberdade. GC-FID: cromatografia gasosa com ionizagdo de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por

transformada de Fourier.

Em funcdo dos valores encontrados para G méximo e G minimo serem
menores do que o G critico, pode-se afirmar que nédo existem dados discrepantes

para os blocos de dados encontrados para os metodos em estudo.

Com o auxilio do software Assistat *>’ foi verificada a normalidade dos
conjuntos de residuos obtidos a partir do ajuste de modelo da regressao linear dos
métodos cromatografico e espectroscopico. A avaliacdo foi realizada aplicando o
método de Anderson-Darling e Shapiro-Wilk, sendo que os dados foram

considerados de distribuicdo normal.

Para o teste de homoscedasticidade® foram utilizados os métodos de Bartlett
e Cochran, realizando analise de variancias dos niveis das concentracdes, para
verificacdo de homogeneidade, tanto para a cromatografia quanto para a

espectroscopia. Os resultados estdo expostos nas Tabelas XIX e XX.

Tabela XIX: Resumo de resultados do teste Bartlett dos métodos de quantificacédo

de dimeticona em simeticona emulsao 30%.

Método XZCaIcuIado thabelado a 5% Homogéneo
GC-FID 11,289 12,592 sim
FTIR 2,552 12,592 sim

GC-FID: cromatografia gasosa com ionizacdo de chama; FTIR: espectroscopia de

infravermelho por transformada de Fourier

82 A homoscedasticidade (homogeneidade de variancia) é uma suposigéo relacionada primariamente a relacées
de dependéncia entre variaveis. Refere-se a suposi¢éo de que as variaveis dependentes exibem niveis iguais de
variancia ao longo do dominio das variaveis preditoras.
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Tabela XX: Resumo de resultados do teste Cochran dos métodos de quantificacéo

de dimeticona em simeticona emulsao 30%.

Método Padrdo  50% 80% 90% 100% 110% 120% 150%
Areal 608,24 950,17 1065,46 1162,11 1281,79 1374,17 1706,91
Area2 616,81 945,39 1067,15 1164,13 1283,22 1374,18 1696,27
Area3 610,56 949,22 1066,96 1164,74 1283,11 1371,54 1706,87
GC-FID  Média 611,88 948,26 1066,52 1163,66 1282,70 1373,30 1703,35
DP 4,42 2,53 0,92 1,37 0,80 1,52 6,13
v 19,58 6,40 0,86 1,89 0,64 2,31 37,57
DPR 0,72 0,27 0,087 0,12 0,062 0,11 0,36

2V=69,23 C4=0,5426 Cis50-0,5612

Areal 62496 10,866 12,466 13,582 14,454 16,288 19,350
Area2 62502 10,872 12,467 13,573 14,456 16,289 19,352
Area3 62443 10,853 12,455 13,561 14,440 16,275 19,332
FTIR  Média 62480 10,864 12,463 13,572 14,450 16,284 19,345

DP 3,25E-03  9,99E-03 6,79E-03 1,07E-02 8,98E-03 7,96E-03 1,12E-02

\% 1,05E-05 9,97E-05 4,61E-05 1,14E-04 8,06E-05 6,34E-05 1,25E-04

DPR 5,20E-02 9,19E-02 5,45E-02 7,87E-02 6,21E-02 4,89E-02 5,78E-02

¥V=5,395E-04 C4=0,23165 Ciap50=0,56120

DP=desvio-padrdo; V=variancia; DPR=desvio-padrdo relativo; XV=somatorio da variancia; Ccy=valor de Cochran calculado; Cip
sp=valor tabelado de Cochran com 95% de confianga. GC-FID: cromatografia gasosa com ionizagdo de chama; FTIR:
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

No teste de Bartlett, teste de comparagdo de variancias, obteve-se y’cacuado
menor que 0 x’wpelado » MOStrando, assim, que a curva de calibracdo obtida a um

limite de significancia de 5% é aceita na avaliacdo de homogeneidade.

Os valores de Cochran calculados foram inferiores ao valor tabelado,
indicando que o método € homoscedastico para o intervalo de linearidade escolhido
para os métodos cromatogréafico e espectroscopico de quantificagdo de dimeticona

em simeticona emulsdo 30%.
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5.3.1.3 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo percentual de recuperacédo do analito (equacéao-

8), pelo erro relativo (equacdo-9) e pelo desvio-padrao relativo (DPR) entre as

triplicatas.
Cexp ~
%Rec = x100 (equacéo-8)
Cteo
Onde:

% Re ¢ = Percentual de recuperacéo do analito;

C €XP = Concentracéo encontrada experimentalmente;

Cteo = Concentracéo tedrica do analito.

_ Rec—Ruver y
Rver

ER 100 (equagéo-9)

Onde:

ER = Erro relativo em percentual (%);
Re ¢ = valor obtido experimentalmente ou média dos valores obtidos expermentalmente;

Rver = valor considerado como verdadeiro.

A Tabela XXI mostra que as recuperacoes ficaram entre 98 e 102 % para o
método cromatogréfico, enquanto que para o espectrométrico ficou entre 95 e 104 %
de recuperacdo. Cada amostra preparada para exatidao foi analisada trés vezes e o
desvio-padrao relativo entre as triplicatas foi inferior a 1 %, estando dentro do critério
de aceitacdo do parametro de validacdo. A Tabela XXI também traz o erro relativo
da recuperacao do analito adicionado, indicando que todos os valores encontrados

para a recuperacao estao dentro do critério de aceitacdo estipulado no item 4.3.6.
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Tabela XXI. Resumo da Exatiddo e Precisdo Intermediaria dos métodos de

guantificacédo de dimeticona em simeticona emulsao 30%.

EXATIDAO PRECISAO INTERMEDIARIA
Dia  Amostra (0/(2;: DIZ;S)TR' ER (%) M%%?ED [z(;)E)D DE:)E)ED t-St-[l (cajsetr?t ”
1 50 101,1 0,11 1,1
2 50 98,3 0,57 -1,7 992 159 1,60 -0,836
3 50 98,3 0,14 -1,7
1 100 100,4 048 0,38
GC-FID| 2 100 100,3 0,21 0,34 99,7 1,09 1,09 -0,428
3 100 985 0,22 -1,5
1 150 994 035 -0,60
2 150 986 0,31 -1,4 99,2 059 0,59 -2,260
3 150 99,7 033 -0.28
1 50 98,8 0,06 -1,2
2 50 957 0,05 -4,3 99,3 3,86 3,89 -0,312
3 50 103,4 0,76 3,4
1 100 100,6 0,06 0,57
FTIR 2 100 99,1 005 -0,94 | 100,1 0,93 0,93 -0,239
3 100 100,8 0,07 0,76
1 150 998 006 -0,15
2 150 96,0 0,06 -4,0 989 259 261 -0,713
3 150 100,9 0,06 0,94

Rec = percentual de recuperacdo do analito adicionado; ER = erro relativo; DPRtr= desvio padréo relativo entre as
triplicaras; DPep = desvio-padréo entre dias; DPRgp=Desvio-padrao relativo entre dias; GC-FID: cromatografia gasosa

com ionizagdo de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

5.3.1.4 Precisao
5.3.1.4.1 Preciséo Intermediaria

A precisao intermediaria foi calculada a partir das amostras de exatidao que
foram realizadas em trés dias diferentes em trés concentragcdes: de 50%, 100% e
150% da concentragdo alvo. Foi realizada a média entre as recuperacdes dos trés
dias, sendo calculado o desvio-padréo entre dias e o desvio-padrao relativo entre

dias, conforme demonstrados na Tabela XXI.
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Para a precisdo intermediaria, de acordo com a Comunidade Européia *°,
pode-se usar a equacdo de Horwitz (equacdo-10) para calcular o limite do desvio-
padréo relativo. O valor obtido usando a concentracdo de 12 mg.mL™ foi de 3,89%.
Os resultados de DPR obtidos nesse parametro de validacdo estdo dentro do limite
estipulado pela equacdo de Horwitz e pela RE 899 da ANVISA #. Dessa forma, 0s

métodos podem ser considerados precisos.

Para verificar a exatiddo das medidas da precisdo intermediaria utilizou-se o
teste t-Student com nivel de confianca de 95%, com n=3 e graus de liberdade igual a
2, para cada nivel avaliado. Os valores de t calculados (Tabela XXI) resultaram
todos menores que o t critico (4,30), indicando que os valores de recuperacoes

encontrados podem ser considerados iguais a 100%.

Pode-se concluir, entdo, que a precisao intermediaria esta dentro dos critérios

de aceitacao estipulados nesse estudo.

5.3.1.4.2Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada pelo desvio-padrao relativo (DPR%) entre as seis
amostras analisadas no mesmo dia, com mesmo equipamento, mesmo analista e
mesmas condi¢cdes ambientais, sendo também utilizados como critério de aceitacao
os desvios-padréo relativos entre as triplicatas e o teor de recuperacéo entre 93 e

107%. Em todos eles esse parametro foi aceito (Tabela XXII).

Estatisticamente, pode-se usar o coeficiente de variacdo (CV%) ou desvio-
padrao relativo (DPR%) calculado da equacao de Horwitz (equacg&o-10) multiplicado
por 0,667 para avaliacdo da precisédo intra-laboratorial (repetibilidade), conforme
referéncia da Comunidade Européia.*®**® O valor encontrado nesse calculo com
fracdo de massa de 12x10° foi de 2,594, ficando somente o método de
cromatografia gasosa dentro desse parametro. Contudo, o0 método espectroscépico
pode também ser considerado preciso, de acordo com o critério de aceitacdo
estabelecido para esse estudo, embasado na legislacéo da vigilancia sanitaria ?° de

desvio-padrao relativo de no maximo 5%.
CV% ou DPR% = 211059 (equacao-10)

Onde:
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C = concentracao do analito no experimento expresso em fragcdo de massa

como expoente de 10 (ex. 1 mg/g=107).

Tabela XXIl: Resumo dos resultados do parametro de repetividade dos métodos de

quantificacdo de dimeticona em matéria-prima de simeticona emulsédo 30%.

Amostras 100 % Recuperacdo GC-FID Recuperacéo FTIR
Teor (%) DPR (%) Teor (%) DPR (%)

Amostra A 100,2 0,16 104,0 0,04
Amostra B 98,8 0,18 97,2 0,04
Amostra C 99,4 0,21 103,1 0,04
Amostra D 98,5 0,36 105,8 0,05
Amostra E 98,8 0,08 105,7 0,04
Amostra F 98,8 0,09 103,9 0,04
Média (%) 99,1 103,3

DP (%) 0,61 3,18

DPR (%) ga 0,62 3,08

Teste t-Student 5% -3,708 2,532

t-_Student critico (0,01,5) 4.032 4,032

bicaudal

CV Horwitz calculado (%) 2,594 2,594

GC-FID: cromatografia gasosa com ioniza¢&o de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier; DPR: desvio-padréo relativo; DP: desvio-padréo; EA: entre amostras; CV: coeficiente de variagdo.

O teste t-Student de comparacdo da média obtida das recuperacbes de
analito adicionado com o valor de recuperacao esperado fornece a informacado com
base estatistica de exatiddo do método a partir das recuperacdes da repetibilidade.

A equagéao-11 pode ser empregada nesse estudo®™.

_ Ro% -Re%

~ DP/n

t (equacéo-11)

Onde:

t = valor de t calculado

Ro% = valor de recuperacao do analito adicionado (%)
Re % = valor de recuperacao esperado (%)

DP = desvio-padrdo das repeticdes de amostra

n = numero de repeticdes
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Os valores de t calculado para os métodos de quantificacdo para simeticona
emulsdo 30% foram -3,708 para a cromatografia e 2,532 para a espectroscopia,
sendo ambos menores do que o valor de t tabelado para um nivel de confianca de
99%, graus de liberdade igual 5 e bicaudal, que é 4,032, aceitando-se assim, a
hipétese nula de que a média gerada pelas amostras € igual ao valor esperado de
100%.

5.3.1.5 Robustez

O elemento de robustez para o método de cromatografia gasosa foi avaliado
com o auxilio do plano de Younden®', também conhecido como matriz de Plackett-
Burman®*, utilizando planejamento fatorial. Os resultados dos testes de robustez do
método cromatografico para recuperagdo do analito adicionado seguem na Tabela

XXIll, estando os valores obtidos dentro do critério de aceitacao.

Tabela XXIII: Resultados dos testes de recuperacdes do analito adicionado para a
robustez do método de quantificacdo de dimeticona em matéria-prima de Simeticona

emulsao por cromatografia gasosa.

Recuperacdo GC-FID

Experimento

Teor (%) DPR (%)
Teste S 98,9 0,08
Teste T 99,5 0,16
Teste U 98,7 0,22
Teste V 100,7 0,33
Teste W 99,8 0,13
Teste X 99,2 0,48
Teste Y 99,4 0,10
Teste Z 99,9 0,37
Média (%) 99,5
DP (%) 0,61
DPR (%) entre amostras 0,62

DPR: desvio-padréo relativo; DP: desvio-padrdo; GC-FID: cromatografia

gasosa com ionizagéo de chama.

A Tabela XXIV e a Figura 20 ilustram os efeitos dos fatores entre os dois
niveis, indicando que ndo ha efeito significativo entre eles. Para a construcdo do
gréfico de Pareto foi utilizado software de estatistica Minitab 2007 ®2. O gréfico de
Pareto é a plotagem dos valores obtidos para os efeitos da variacdo de cada fator,
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apresentando um E (efeito) critico numa linha vertical, de forma que se possa

visualizar qual fator apresenta um efeito significativo*:.

Tabela XXIV: Resultados dos efeitos do teste de robustez do método de
quantificacdo de dimeticona em matéria-prima de Simeticona emulsdo 30% por

cromatografia gasosa.

Efeitos Média nivel alto Média nivel baixo Efeito
Aa 99,5 99,6 -0,12
Bb 99,4 99,7 -0,32
Cc 99,2 99,8 -0,59
Dd 99,4 99,6 -0,15
Ee 99,2 99,8 -0,65
Ff 99,8 99,2 0,64
Grafico de Pareto
( Alfa = 0,05) -
1,807
E 4
F 4
C 4
']
1]
N F N
- stor  Mome
IE D B Temp In Formo
E Analista
C Fheoo
A B vol Injecio
E Razdo Spit
AF _J F Temp Injetor
0,0 u,'5 1,'0 1,'5 2,'0
Efeito (%)

Figura 20: Grafico de Pareto dos efeitos do teste de robustez do método
cromatografico de quantificacdo de dimeticona em simeticona emulsédo 30%,

construido pelo software Minitab 2007°2.

Para o método de infravermelho, a robustez foi testada com trés fatores e dois

niveis, com planejamento experimental aleatério e seis realizacdes de analise®®. A
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Tabela XXV apresenta os fatores e niveis utilizados. Os resultados obtidos estéo
expressos na Tabela XXVI, sendo que o desvio-padrdo relativo entre as medidas

ficou dentro do critério de aceitacdo desse parametro.

Tabela XXV: Fatores testados na robustez do método de quantificacdo de

dimeticona em simeticona emulsao 30%.

Fatores Nivel Alto Nivel baixo
Ndmero de Scans 32 16
Marca Solvente X Y
Temperatura Ambiente 25 20

Para verificagdo do efeito da variagdo dos fatores, usou-se o software
Minitab® para célculo dos efeitos e geragdo do grafico de Pareto,*® (Figura 21).
Pode-se observar que o maior efeito € da variagdo do niumero de scans durante a
leitura do espectro. Contudo, nenhum efeito é maior do que o efeito critico, em nivel

de confianca de 95%, ou seja, o0 efeito entre os fatores néo é significativo.

Grafico de Pareto
(Alfa = 0,05)
1,393
A
C 4
w
g
o ACA
IE Fator  Fator
A M= Scan
AB 1 B Solvente
C Temperatura
B
0.0 0,2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Efeito (%)

Figura 21: Grafico de Pareto dos efeitos do teste de robustez do método
cromatografico de quantificacdo de dimeticona em simeticona emulsdo 30%,

construido pelo software Minitab 2007°2.
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Tabela XXVI: Resultados dos testes de robustez do método de quantificacdo de

dimeticona em Simeticona emulsdo por espectrofotometria de infravermelho.

Planejamento Aleatoério Recuperacéo FTIR
Analise
N°Scans Solvente Temperatura Teor (%) DPR (%)
16 X 20 Analise 1 103,1 0,04
16 X 25 Analise 2 103,2 0,05
32 Y 20 Analise 3 103,2 0,05
32 X 25 Analise 4 103,5 0,05
16 Y 25 Analise 5 103,0 0,04
32 X 20 Analise 6 103,1 0,04
Média (%) 103,2
DP (%) 0,17

DPR (%) entre amostras 0,17

DPR: desvio-padréo relativo; DP: desvio-padréo FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

5.3.1.6 Comparacao entre Método Cromatografico e Espectrométrico

A comparacdo dos métodos foi realizada com o auxilio estatistico do teste-F,
gue compara as variancias do parametro de repetibilidade, utilizando a hip6tese nula
de que os dois métodos sao igualmente precisos. A equacdo-12, usada para esse
teste, coloca o resultado de maior variancia no numerador e a menor variancia no
denominador, utilizando 5 graus de liberdade para ambos se tem 0 Fico para 95%
de confianga igual a 5,050. O valor de F encontrado para os dois métodos foi de

27,115, indicando que os métodos ndo sao igualmente precisos.

V1

F=— equacao-12
V2 (equag )

Onde:

V1=variancia do método de FTIR;

V2=variancia do método de GC;

Para verificar se as médias dos resultados do teste de repetibilidade, dos
métodos cromatografico e espectrométrico, podem ser consideradas iguais

empregou-se o teste t-Student para comparacédo de médias de variancias diferentes.
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O resultado do t calculado foi de 3,188, e o t tabelado para um nivel de 98% de
confianca é 3,36, aceitando-se assim a hipotese nula de que os resultados das

médias dos dois métodos em estudo sao iguais.

5.3.2Simeticona 100%

5.3.2.1 Especificidade/Seletividade

Para a matéria-prima de simeticona 100%, a especificidade para o método
cromatografico foi comprovada pela inexisténcia de picos no tempo de retencdo da
dimeticona, e para o método por infravermelho, pela auséncia de absorgcéo na regido

da dimeticona (entre1309 e 1209 cm™).

A segquir, as Figuras 22 a 25 apresentam 0s cromatogramas e espectros do
padrao de concentracdo 100% do alvo estipulado e da amostra Branco (hexano),

solvente utilizado na anélise.
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Figura 22: Cromatogramas das triplicatas do padrao de referéncia de dimeticona por

cromatografia gasosa para matéria-prima de simeticona 100%
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Figura 23: Cromatogramas das triplicatas da amostra Branco (hexano) por
cromatografia gasosa para a matéria-prima de Simeticona 100%
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Figura 24: Espectros das triplicatas do padrdo de referéncia de dimeticona por

método de infravermelho para a matéria-prima de simeticona 100%.
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Figura 25: Espectros das triplicatas da amostra Branco (hexano) por método de
infravermelho para a matéria-prima de simeticona 100%.

5.3.2.2 Linearidade e Intervalo

A Tabela XXVII apresenta os resultados das areas dos sinais cromatograficos

(GC) e por infravermelho (FTIR) para a série de sete padrdes sintéticos avaliados.

Tabela XXVII: Linearidade e Intervalo dos métodos de quantificagdo de dimeticona

em matéria-prima de simeticona 100%.

Padréo Intervalo Concentracao Area GC Area FTIR
(Dimeticona) (%) calculada(mg.mL?) (u.a) (u.a)
1 50 1,50 407,4740 4,8054
2 80 2,42 646,2580 7,7349
3 90 2,72 730,2566 8,8473
4 100 3,02 783,4050 9,2483
5 110 3,35 852,8111 10,7089
6 120 3,66 938,9191 10,8822
7 150 4,56 1163,5639 14,4884

GC: cromatografia gasosa com ionizacao de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

A Tabela XXVIII e a Figura 26 apresentam os resultados da regressao linear
dos métodos em estudo. Avaliando as linearidades das curvas obtidas, pode-se

concluir que o método cromatografico demonstrou melhor correlagdo entre a
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concentracédo dos padrdes e o sinal gerado no equipamento. Os dois coeficientes de
correlacdo estimados estdo acima do critério de aceitacao.

Linearidade GC - Simeticona 100% (MP)
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Figura 26: Curvas de linearidade do método de quantificagdo de dimeticona em
simeticona 100%: A) cromatografia gasosa B) espectroscopia de infravermelho.

Tabela XXVIII: Resumo de resultados da regressdo linear dos métodos de
quantificacdo de dimeticona em simeticona 100%.

Método Coeficiente Coeficiente de Equacio Coeficiente de
angular (a) linearidade (b) quag correlacéo linear (r?)
GC-FID 244,57 47,69 Y=244,57+47,69 0,9983
FTIR 3,08 0,18 Y=3,08X+0,18 0,9906

*Y se refere & area medida e o X se refere a concentragéo de dimeticona em mg.mL"; GC-FID: cromatografia gasosa com
ionizacao de chama,; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
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Assim como na avaliacdo dos métodos para simeticona emulsdo 30%, o0s
meétodos para simeticona 100% foram verificados para a validade da regresséao,
utilizando o teste estatistico de regressédo pela ANOVA, com auxilio de software

Excel for Windows, descritos na Tabela XXIX.

Tabela XXIX: Resumo de resultados da ANOVA dos métodos de quantificacdo de

dimeticona em simeticona 100%.

Método Foqte ge _ Graus de Soma dos Média Quadratica =
Variagdo liberdade (v) quadrados (SQ) (MQ)
Regressao 1 1007058 1007058 10351,66
GC-FID Residuo 19 1848,408 97,28464
Total 20 1008906
Regressao 1 159,5994 159,5994 1967,808
FTIR Residuo 19 1,540998 0,08110520
Total 20 161,1404

GC: cromatografia gasosa com ioniza¢do de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier; F:
razao entre MQ da regressao e o MQ do residuo.

Os valores de F encontrados para a regressao dos dois métodos foram muito
maiores do que Feriico 50(1,19)=4,381, indicando que a inclina¢éo da reta, ao nivel de

confianca de 95% é diferente de zero, ou seja ha inclinagcédo, ha regresséo.

Para se verificar se existem dados discrepantes para a curva de linearidade
dos métodos de quantificacdo de dimeticona para a matéria-prima de simeticona
100% foi utilizado o teste estatistico de Grubbs, onde se calculam o G méaximo e o G
minimo, a partir da média e do desvio-padrdo das areas obtidas para todos os niveis
de concentracdo. A Tabela XXX traz os resultados dessa parte do estudo. Observa-
se que tanto 0 G maximo e o G minimo estdo abaixo do G critico, indicando, assim

que n&o existem dados discrepantes.®®

Tabela XXX: Resumo de resultados do teste de Grubbs dos meétodos de
guantificacdo de dimeticona em simeticona 100%.

Método Média Geral DP Geral G Min G Max G Critico
GC-FID 788,96 224,60 1,705 1,687 2,557
FTIR 9,530 2,843 1,664 1,744 2,557

DP:desvio-padrdo; GMin:valor minimo de Grubbs; GMéax: valor maximo de Grubbs; Gcritico: valor tabelado de Grubbs para 21
graus de liberdade. GC-FID: cromatografia gasosa com ionizacdo de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por

transformada de Fourier.
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Para verificar a homogeneidade dos resultados obtidos, aplicou-se o teste
Bartlett e Cochran. Contudo, antes disso foi preciso verificar, com o auxilio do
software ASSISTAT °” a normalidade dos resultados obtidos. Aplicou-se 0 método

de Anderson-Darling e Shapiro-Wilk, resultando a distribuicdo como normal.

Tabela XXXI: Resumo de resultados do teste Bartlett dos métodos de quantificacéo

de dimeticona em simeticona 100%.

Método XZCaIcuIado thabelado o 5% Homogéneo
GC-FID 4,909 12,592 sim
FTIR 10,010 12,592 sim

GC-FID: cromatografia gasosa com ionizacdo de chama; FTIR: espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier

Tabela XXXII: Resumo de resultados do teste Cochran dos métodos de

guantificacdo de dimeticona em simeticona emulsao 100%.

Método Padrdo  50% 80% 90% 100% 110% 120% 150%
Area 1 408,29 649,89 731,44 785,46 849,01 937,52 1.164,18
Area 2 406,10 644,57 730,84 779,57 854,47 938,95 1.158,58
Area 3 408,04 644,31 728,49 785,19 854,05 940,29 1.167,94
GC-FID Média 407,47 646,26 730,26 783,41 852,81 938,92 1.163,56
DP 1,20 3,15 1,56 3,32 2,52 1,38 4,71
\% 1,44 9,91 2,44 11,03 6,34 191 22,20
DPR 0,29 0,49 0,21 0,42 0,29 0,15 0,40

2V=55,26 C4=0,4017 Ciap 10-0,6644

Area 1 4,7993 7,7821 8,8431 9,2563 10,706 10,885 14,486
Area 2 4,8065 7,7889 8,8495 9,2480 10,710 10,867 14,489
Area 3 4,8104 7,7863 8,8493 9,2405 10,711 10,895 14,490
FTIR Média 4,8054 7,7858 8,8473 9,2483 10,709 10,882 14,488

DP 5,63E-03 3,43E-03 3,64E-03 7,90E-03 2,42E-03 1,44E-02 2,01E-03

\% 3,17E-05 1,18E-05 1,32E-05 6,25E-05 5,85E-06 2,06E-04 4,03E-06

DPR 1,17E-01  4,41E-02 4,11E-02 8,55E-02 2,26E-02 1,32E-01 1,39E-02

$V=3,356E-04 Ccy=0,6154 Cyap 105-0,6644

DP=desvio-padrdo; V=variancia; DPR=desvio-padrdo relativo; XV=somatorio da variancia; Ccy=valor de Cochran calculado; Cip
sy=valor tabelado de Cochran com 95% de confianga. GC-FID: cromatografia gasosa com ionizacdo de chama; FTIR: espectroscopia

de infravermelho por transformada de Fourier.

O teste de Bartlett analisa a variancia entre os niveis de concentracdo, e 0s

resultados obtidos (Tabela XXXI) mostram que o valor de x* calculado é menor do o
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valor y? tabelado, indicando que a hipétese nula de homogeneidade pode ser aceita.

A partir do teste de Cochran pode-se também fazer a andlise de

homoscedascidade da linearidade, ou seja, verificar se a faixa escolhida para a

curva é homogénea. A Tabela XXXIlI mostra os resultados encontrados e o nivel de

significancia utilizado para esse caso foi de 1%. O valor de C tabelado para sete

variancias comparadas para trés replicatas é 0,6644, sendo esse maior que os C

calculados para a faixa de linearidade utilizada em cada método.

5.3.2.3 Exatidao

Tabela XXXIII.

Resumo da Exatiddo e Precisdo Intermediaria dos métodos de

guantificacdo de dimeticona em simeticona 100%.

EXATIDAO PRECISAO INTERMEDIARIA
Dia  Amostra ?)Z;: DIZ;S)TR' ER (%) M%%?ED [z(;)E)D DE;E)ED t-St-[l (cajsetr?t ”
1 50 990 030 -0,95
2 50 100,9 025 0,90 100,2 0,99 0,98 0,306
3 50 100,6 0,63 0,57
1 100 101,2 0,18 1,18
GC-FID| 2 100 100,6 0,23 0,59 100,7 0,41 0,40 3,097
3 100 100,4 0,29 0,40
1 150 99,8 027 -0,22
2 150 996 021 -043 | 1000 0,555 0,55 -0,0513
3 150 100,6 054 0,60
1 50 103,8 0,10 3,77
2 50 1034 011 3,41 102,4 2,02 1,98 2,078
3 50 100,1 1,4 0,10
1 100 100,9 0,07 0,88
FTIR 2 100 984 006 -1,62 | 1005 1,99 1,98 0,457
3 100 102,3 046 2,31
1 150 97,4 005 -256
2 150 102,6 0,04 2,65 984 3,88 3,94 -0,721
3 150 951 015  -4,93

Rec = percentual de recuperacdo do analito adicionado; ER = erro relativo; DPRtgr= desvio padréo relativo entre as
triplicaras; DPep = desvio-padréo entre dias; DPRgp=Desvio-padrao relativo entre dias; GC-FID: cromatografia gasosa

com ionizag&o de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
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A exatiddo foi avaliada com as mesmas equacdes 8 e 9 dos metodos de
simeticona emulséo 30%, para céalculo do teor recuperacéo do analito adicionado e
para o erro relativo. A Tabela XXXIIlI apresenta os resultados obtidos para o
parametro de exatiddo, ficando a variagdo de recuperacdo do analito adicionado
para o método cromatografico entre 99,05% e 101,18%, enquanto que para 0O
método espectroscopico, entre 95,07% e 103,77%, mostrando uma faixa de exatidao
mais estreita para o primeiro método avaliado. O desvio-padrdo relativo entre as
triplicatas foi inferior a 1,4%, concluindo-se que todos os parametros avaliados estéo

dentro do critério de aceitacao estipulado no item 4.3.6.

5.3.2.4 Precisao

5.3.2.4.1Precisdo Intermediéria

A Tabela XXXIII traz os resultados da preciséo intermediaria, juntamente com
a exatidao. Isso é devido ao fato da preciséo de ter sido calculada a partir dos dados
da exatiddo, que foi realizada em trés dias diferentes nos trés niveis de
concentragdo considerados (baixo, médio e alto). Para avaliacdo desse parametro
foi utilizado o desvio-padrao relativo entre dias, a média entre dias, nos quais ambos

cumprem o critério de aceitagéo.

Foi realizado o teste t-Student em cada nivel de concentracédo e os valores
calculados encontram-se descritos na Tabela XXXIIl. Todos os valores ficaram
abaixo do valor tabelado de t para 95% de confianca, com dois graus de liberdade e
n igual a 3, aceitando-se assim, a hipétese de que a média obtida entre os niveis

pode ser considerada igual a 100%.

O valor encontrado de desvio-padréo relativo com a equagao de Horwitz foi
de 4,75 para a precisdo intermediaria®. Os valores encontrados de desvio-padrdo

relativo das andlises das amostras entre dias foram inferiores a esse valor.

5.3.2.4.2Repetibilidade

Os resultados do elemento de validacdo de repetibilidade (Tabela XXXIV)

estdo todos dentro do critério de aceitacdo do estudo. A equacdo de Horwitz >3,

também pode ser usada para avaliacdo e o valor encontrado foi de 3,166, ficando
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assim o meétodo de espectroscopia de infravermelho fora desse critério. Como ja foi
comentado anteriormente, mesmo nao estando dentro do critério da Comisséo
Européia, esse parametro ainda se encontra dentro do parametro da legislagédo

brasileira vigente, Resolucdo 899, ANVISA %.

Para avaliar se as médias obtidas das recuperacdes de analito adicionada em
cada meétodo podem ser iguais a 100%, utilizou-se o teste t-Student, com cinco
graus de liberdade, com n igual a 6 e 99% de confianca. O valor de t calculado para
o método cromatografico foi de -3,889 e para o método de infravermelho de -0,556,
sendo ambos menores do que o valor de t tabelado, indicando que a hipétese nula

de igualdade pode ser aceita.

Tabela XXXIV: Repetibilidade do método de quantificacdo de dimeticona em

simeticona 100%

Recuperacdo GC-FID Recuperacao FTIR
Amostras 100 %
Teor (%) DPR (%) Teor (%) DPR (%)
Amostra A 99,6 0,52 99,4 0,71
Amostra B 99,9 0,23 98,9 2,41
Amostra C 99,4 0,40 97,9 0,37
Amostra D 98,7 0,54 93,7 0,31
Amostra E 99,2 0,96 102,4 1,35
Amostra F 99,5 1,05 103,0 0,73
Média (%) 99,4 99,24
DP (%) 0,39 3,35
DPR (%) entre amostras 0,39 3,38
Teste t-Student 5% -3,889 -0,556
t-Student critico (0,01,5)
bicaudal 4,032 4,032
CV Horwitz calculado
(%) 3,166 3,166

GC-FID: cromatografia gasosa com ionizacdo de chama; FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier; DPR: desvio-padrao relativo; DP: desvio-padréo; EA: entre amostras; CV: coeficiente de variacao.
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5.3.2.5 Robustez

Da mesma forma que ocorreu com o parametro de robustez dos dois métodos
anteriormente apresentados para simeticona emulsdao 30%, os métodos para a
simeticona 100% foram avaliados, com o auxilio do plano de Younden®. A Tabela
XXXV apresenta os valores de recuperacédo do analito adicionado, juntamente com

os seus calculos de desvio-padréo relativo e média entre os oito testes realizados.

Para verificar os efeitos sobre os niveis dos fatores avaliados (vide Tabela XiII,
item 4.3.5, onde se variou temperatura inicial do forno, analista, fluxo do gas de
arraste, volume de injecdo de amostra, razado de divisdo de amostra e temperatura
do injetor), fez-se uso do software Minitab 2007 ®2. Os resultados gerados pelo
software estdo expostos na Tabela XXXVI e na Figura 27. Pelo grafico de Pareto
pode-se observar que os efeitos calculados sdo menores do que o efeito critico,
indicando que nao ha interacao significativa entre os fatores, a um nivel de confianca
de 95%.

Tabela XXXV: Resultados dos testes de robustez do método cromatografico de

quantificacdo de dimeticona em simeticona 100%.

Recuperacdo GC-FID

Experimento

Teor (%) DPR (%)
Teste S 98,5 0,46
Teste T 98,3 0,20
Teste U 99,2 0,21
Teste V 99,5 0,33
Teste W 100,7 0,27
Teste X 98,6 0,17
Teste Y 100,1 0,35
Teste Z 99,2 0,06

Média (%) 99,3
DP (%) 0,82
DPR (%) entre amostras 0,83

DPR: desvio-padréo relativo; DP: desvio-padrdo; GC-FID: cromatografia
gasosa com ioniza¢éo de chama.
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Tabela XXXVI: Resultados dos efeitos do teste de robustez do método de

guantificacdo de dimeticona em matéria-prima de simeticona 100%

cromatografia gasosa.

por

Efeitos  Média nivel alto  Média nivel baixo Efeito
Aa 98,9 99,6 -0,74
Bb 99,0 99,5 -0,46
Cc 99,6 98,9 0,76
Dd 99,0 99,5 -0,46
Ee 98,9 99,7 -0,78
Ff 99,5 99,1 0,40
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Figura 27: Grafico de Pareto dos efeitos do teste de robustez do método

cromatografico de quantificagdo de dimeticona em simeticona 100%, construido pelo
software Minitab 2007%.

Para a espectroscopia de infravermelho, a robustez foi avaliada somente com

dois fatores e dois niveis, com quatro realizacoes de analise. Os fatores e niveis

realizados foram aqueles apresentados na Tabela XXXVII, e a planilha de testes e

seus resultados estdo na Tabela XXXVIII. Com o auxilio do software Minitab 2007°%2

calculou-se os efeitos e construi-se o gréafico de Pareto (Figura 28). A partir desses

elementos verificou-se que as interagdes entre os fatores ndo sao significativos com

alfa 0,05.
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Tabela XXXVII. Fatores testados na robustez do método de quantificacdo de

dimeticona em matéria-prima de simeticona 100%.

Fatores Nivel alto Nivel baixo
NUmero de Scans 32 16
Marca Solvente X Y

Tabela XXXVIII: Resultados dos testes de robustez do método de quantificacdo de
dimeticona em matéria-prima de simeticona 100% por espectrofotometria de

infravermelho.

Planejamento Aleatério Recuperacéo FTIR
Experimento
N° Scans Solvente Teor (%) DPR (%)
16 X Andlise 1 100,0 0,23
32 Y Andlise 2 103,6 0,39
32 X Andlise 3 101,8 0,24
16 Y Andlise 4 101,7 0,10

Média (%) 101,8
DP (%) 1,44
DPR (%) entre amostras 1,42

DPR: desvio-padrao relativo; DP: desvio-padrédo FTIR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
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Figura 28: Grafico de Pareto dos efeitos do teste de robustez do método de
espectroscopia de infravermelho para quantificacdo de dimeticona em simeticona
100%, construido pelo software Minitab 2007%.
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5.3.2.6 Comparacao entre Método Cromatografico e Espectrométrico

Foi empregado, para comparacdo dos dois métodos de quantificacdo de
dimeticona em simeticona 100%, o teste F de comparacdo de variancias. O valor
encontrado foi igual a 75,645, ou seja, muito maior que o valor tabelado de F para
nivel de significancia de 5%, para 5 graus de liberdade para a maior e menor
variancia, que € 5,050. Entdo, considera-se que a hipétese nula das variancias

iguais € rejeitada, ou seja, os métodos ndo sao igualmente precisos.

Na aplicacéo do teste t-Student para verificar se as médias dos métodos em
estudo para simeticona 100% séao iguais, verificou-se que o valor de t calculado de
0,109 é menor do que o valor de t tabelado (2,570), ao nivel de 95% de confianca,
com cinco graus de liberdade e n igual a seis. Pode-se concluir nesse teste que as

médias podem ser consideradas iguais.

5.4 Analise de Amostras Reais

Para avaliar os testes desenvolvidos e validados de cromatografia gasosa
com ionizacdo de chama para quantificacdo de dimeticona em matéria-prima
simeticona emulsdo 30% e simeticona 100% foram realizadas algumas analise de

amostras retidas como contra-prova (retém).

Observando a Tabela XXXIX conclui-se que os resultados obtidos pelo
método cromatografico sdo validos. Essa deciséo foi tomada a partir da aplicacdo do
teste t-Student para verificar se o teor, das matérias-prima analisadas, comparado
com o resultado do certificado de anélise do fornecedor Dow Corning do respectivo
lote, pode ser considerado igual. O valor de t tabelado para essa avaliagcao

estatistica, com 99% de confian¢a, com dois graus de liberdade, foi de 9,92.
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Tabela XXXIX: Resultados de amostras analisadas com os métodos validados de

guantificacdo de dimeticona em matéria-prima de simeticona emulsdo 30% e

simeticona 100% por cromatografia gasosa com detecc¢ao de ionizagao de chama.

Amostras Teor (%) DPR% Teor (%) DC  t-Student
Lote 10085 101,4 3,30 93,2 4,253
Lote 10085 98,0 1,89 93,2 4,489
Lote 17984 99,7 1,06 91,4 7,906
Lote 19900 90,3 0,79 93,7 7,329

DPR%: desvio-padrao relativo em percentual; DC: teor de andlise em certificado de analise do fornecedor

Dow Corning.
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6 CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

As analises qualitativas das matérias-prima de simeticona por espectroscopia
no infravermelho proximo, cromatografia de permeacdo de gel e espectrometria de
massa foram de grande utilidade para a caracterizacédo, lembrando que dentro da

industria farmacéutica a qualificacdo da matéria-prima é ponto fundamental no

controle de qualidade.

Os métodos de quantificacdo, de dimeticona em matéria-prima de simeticona
emulsdo 30% e simeticona 100% por cromatografia gasosa com deteccdo de
ionizacdo de chama e por espectroscopia de absor¢cdo molecular no infravermelho,
validados, cumpriram os critérios de aceitagdo estipulados no inicio do estudo,
sendo que a aplicagéo estatistica dentro dos paréametros de validagdo auxiliou de
forma significativa, a tomada de decisdo, aumentando a confiabilidade dos métodos

em desenvolvimento.

A comparacao realizada dos métodos validados com os métodos baseados
na farmacopéia americana para o teste de igualdade de variancias mostrou que eles
nao sao igualmente precisos. Contudo, isso néo invalida a utilidade dos métodos
cromatograficos, somente sugere que a precisdo entre eles é diferente. Na
comparacdo entre os metodos, o teste t-Student utilizado indicou que os valores

encontrados na repetibilidade podem ser considerados iguais.

Enfim, os métodos desenvolvidos para quantificacdo de dimeticona em
matéria-prima de simeticona emulsdo 30% e simeticona 100% podem ser
considerados validados. Isso significa que eles sdo adequados para a finalidade a

gual se propbem.
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Tabela de Cochran (alfa=0,01)%

Anexo 1
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Tabela de Cochran (alfa=0,05)%

Anexo 2
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Anexo 3: Tabela de Grubbs®®
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Anexo 4: Tabela de Teste F®’

graus de liberdade do denominador

v, =

Valores Criticas para Distribuicoes £
v, = gl do numerador

a | 1 2 3 4 - 6 W 8 9
0,100 39,86 49,50 53,59 55,83 57,24 58,20 5891 59,44 59,86
0,050 161,45 199,50 215,71 224,58 230,16 233,99 236,77 238,88 240,54
0,010 4052,2 49995 54034 56246 5763.6 5859,0 59284 5981,1 6022.5
0,001 405284 500000 540379 562500 576405 585937 592873 598144 602284
0,100 8,53 9,00 9,16 9,24 9,29 9,33 9,35 9,37 9,38
0,050 18,51 19,00 19,16 19,25 19,30 19,33 19,35 19,37 19,38
0,010 98,50 99,00 99,17 9925 99,30 99,33 99,36 99,37 99,39
0,001 998,50 999,00 999,17 999,25 999,30 999,33 999,36 999,37 999,39
0,100 5,54 5,46 5,39 5,34 5,31 5,28 520 5,25 5,24
0,050 10,13 9,55 9,28 912 9,01 8,94 8,89 8,85 8,81
0,010 34,12 30,82 29,46 28,71 28,24 2791 27,67 27,49 27,35
0,001 167,03 148,50 141,11 137,10 134,58 132,85 131,58 130,62 129,86
0,100 4,54 4,32 4,19 4,11 4,05 4,01 3,98 395 3,94
0,050 Tl 6,94 6,59 6,39 6,26 6,16 6,09 6,04 6,00
0,010 21,20 18,00 16,69 15,98 15,52 15,21 14,98 14,80 14,66
0,001 74,14 61,25 56,18 53,44 51,71 50,53 49,66 49,00 48,47
0,100 4,06 3,78 3,62 3,52 345 3,40 3,37 3,34 239
0,050 6,61 5,79 5,41 5,19 5,05 4,95 4,88 4,82 4,77
0,010 16,26 13,27 12,06 11,39 10,97 10,67 10,46 10,29 10,16
0,001 47,18 37,12 33,20 31,09 29505 28,83 28,16 27,65 27,24
0,100 ' 3,78 3,46 329 3,18 3,11 3,05 3,01 2,98 2,96
0,050 5,99 5,14 4,76 4,53 4,39 4,28 4,21 4,15 4,10
0,010 13,75 10,92 9,78 915 8,75 8,47 8,26 8,10 7,98
0,001 35,51 27,00 23,70 21,92 20,80 20,03 19,46 19,03 18,69
0,100 3,59 3,26 3,07 2,96 2,88 2,83 2,78 2,75 292
0,050 559 4,74 4,35 4,12 3,97 3,87 3,79 3,73 3,68
0,010 12,25 9,55 8.45 7,85 7,46 7,19 6,99 6,84 6,72
0,001 29,25 21,69 18,77 17,20 16,21 15,52 15,02 14,63 14,33
0,100 3,46 3,11 2,92 2,81 2,73 2,67 2,62 2,59 2,56
0,050 5,32 4,46 4,07 3,84 3,69 3,58 3,50 3,44 3,39
0,010 11,26 8,65 759 7,01 6,63 6,37 6,18 6,03 591
0,001 2541 18,49 15,83 14,39 13,48 12,86 12,40 12,05 11,77
0,100 3,36 3,01 2,81 2,69 2,61 2,55 2:51 2,47 244
0,050 5,12 4,26 3,86 3,63 3,48 3,37 3,29 323 3,18
0,010 10,56 8,02 6,99 6,42 6,06 5,80 5,61 547 5,35
0,001 22,86 16,39 13,90 12,56 11,71 11,13 10,70 10,37 10,11
0,100 229 2,92 2,73 2,61 257 2,46 2,41 2,38 2,35
0,050 4,96 4,10 3,71 3,48 3,33 322 3,14 3,07 3,02
0,010 10,04 7,56 6,55 5,99 5,64 5,39 5,20 5,06 4,94
0,001 21,04 14,91 12,55 11,28 10,48 9,93 9,52 9,20 8,96
0,100 323 2,86 2,66 2,54 2,45 2,39 2,34 2,30 227
0,050 4,84 3,98 3,59 3,36 3,20 3,09 3,01 2,95 2,90
0,010 9,65 7,21 6,22 5,67 5,32 5,07 4,89 4,74 4,63
0,001 19,69 13,81 11,56 10,35 9,58 9,05 8,66 8,35 8,12
0,100 3,18 281 2,61 2,48 239 233 2,28 224 221
0,050 4,75 3,89 3,49 3,26 3,11 3,00 2,91 2,85 2,80
0,010 9,33 6,93 5,95 5,41 5,06 4,82 4,64 4,50 4,39
0,001 18,64 12,97 10,80 9,63 8,89 8,38 8,00 7,71 748
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Anexo 5: Continuacéo da Tabela de Teste F®’

Valores Criticos para Distribuictes F

v, = gl do numerador

10 12 15 20 25 30 40 50 60 120 1000

60,19 60,71 61,22 61,74 62,05 62,26 62,53 62,69 62,79 63,06 63,30
241,88 24391 24595 248,01 249,26 250,10 251,14 251,77 25220 25325 254,19
60558 61063 61573  6208,7 6239,8 6260,6 6286,8 6302,5 63130 63394  6362,7
605621 610668 615764 620908 624017 626099 628712 630285 631337 633972 636301

9,39 941 942 944 9,45 9,46 9,47 9,47 9,47 9,48 9,49
19,40 1941 19,43 19,45 19,46 19,46 19,47 19,48 19,48 19,49 19,49
99,40 99.42 99,43 99,45 99.46 99.47 99.47 99,48 99,48 99,49 99,50

99940 99942 99943 99945 999,46 999,47 999,47 999,48 99948 99949 999,50

5,23 522 5,20 5,18 5,17 5,17 5,16 5,15 5,15 5,14 9,13
8,79 8,74 8,70 8,66 8,63 8,62 8,59 8,58 8,57 8,55 853
21,23 27,05 26,87 26,69 26,58 26,50 26,41 26,35 26,32 26,22 26,14
12925 12832 12737 12642 125,84 125,45 124,96 124,66 12447 123,97 123,53

392 3,90 3,87 3,84 3,83 3,82 3,80 3,80 3.79 3,78 3,76
5,96 591 5,86 5,80 =10 5,75 5,12 5,70 5,69 5,66 5,63
14,55 14,37 14,20 14,02 13,91 13,84 13,75 13,69 13,65 13,56 13,47
48,05 4741 46,76 46,10 45,70 4543 45,09 44,88 44,75 44,40 44,09

3,30 329 3,24 321 3,19 3,17 3,16 3,15 3,14 3,12 3,11
4,74 4,68 4,62 4,56 4,52 4,50 4,46 444 443 4,40 437
10,05 9,89 9,72 935 9,45 9,38 929 9,24 9,20 9,11 9,03
2692 26,42 2591 25,39 25,08 24,87 24,60 24,44 2433 24,06 23,82
2,94 2,90 2,87 2,84 2,81 2,80 2,78 277 2,76 2,74 20z
4,06 4,00 394 3,87 3,83 3,81 37 3,75 3.74 3,70 3,67
7,87 7.72 7,56 740 7,30 723 7,14 7,09 7,06 6,97 6,89
18,41 17,99 17,56 17,12 16,85 16,67 16,44 16,31 16,21 15,98 15,77
2,70 2,67 2,63 2,59 2,57 2,56 2,54 2,52 2,51 2,49 247
3,64 357 351 344 340 338 3,34 332 3,30 3,27 3,23
6,62 6,47 6,31 6,16 6,06 5,99 591 5,86 582 5,74 5,66
14,08 13,71 13,32 12,93 12,69 12,53 12,33 12,20 12,12 11,91 11,72
2,54 2,50 246 242 240 2,38 2,36 2,35 2,34 2,32 2,30
3,35 3,28 322 3,15 3,11 3,08 3,04 3,02 3,01 297 2,93
5,81 567 5,52 5,36 5,26 5,20 512 5,07 5,03 4,95 4,87
11,54 11,19 10,84 10,48 10,26 10,11 9,92 9,80 913 9,53 9,36
242 238 2,34 2,30 227 2,25 2,23 2,22 2,21 2,18 2,16
3,14 3,07 3,01 2,94 2,89 2,86 2,83 2,80 2,79 a8 " oaqt
526 5,11 4,96 4,81 471 4,65 4,57 4,52 4,48 4,40 432
9,89 9,57 9,24 8,90 8,69 8,55 8,37 8,26 8,19 8,00 7,84
2.32, 2,28 2,24 2,20 217 2,16 2,13 2,12 2,11 2,08 2,06
2,98 291 2,85 2 273 2,70 2,66 2,64 2,62 2,58 2,54
4,85 4,71 4,56 4.41 4,31 4,25 4,17 4,12 4,08 4,00 3,92
875 845 8,13 7,80 7,60 147 7,30 7,19 7,12 6,94 6,78
225 2,21 2,17 212 2,10 2,08 2,05 2,04 2,03 2,00 1,98
2,85 249 2,72 2,65 2,60 2,51 2,53 2,51 249 2,45 241
4,54 440 4,25 4,10 4,01 3.94 3,86 3,81 3,78 3,69 3,61
7,92 7,63 732 7,01 6,81 6,68 6,52 6,42 6,35 6,18 6,02
219 215 2,10 2,06 2,03 2,01 1,99 1,97 1,96 1,93 1,91
2,75 2,69 2,62 2,54 2,50 2,41 2,43 240 2,38 2,34 2,30
4,30 4,16 4,01 3,86 3,76 3,70 3,62 391 3,54 345 337
729 7,00 6,71 6,40 6,22 6,09 5,93 5,83 5,76 5,59 5,44
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Anexo 6: Tabela de Teste t-Student®’

Valores Criticos para as Distribuictes ¢ Curva de densidade ¢,

Area sombreada = o

™,
I
a

¥ 0,10 0,05 0,025 0,01 0,005 0,001 0,0005
1 3,078 v 6,314 12,706 31,821 63,657 318,31 636,62
2 1,886 : 2,920 4,303 6,965 9.925 22,326 31,598
3 1,638 2,353 3,182 4,541 3,841 10,213 12,924
4 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 T 155 8,610
5 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 5,893 6,869
6 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 5,208 5959
7 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 4,785 5,408
8 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 4,501 5,041
9 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 4,297 4,781
10 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169 4,144 4,587
11 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 4,025 4,437
12 1,356 1,782 2179 2,681 3,055 3,930 4,318
13 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012 3,852 4,221
14 1,345 1,761 2,145 2,624 2,001 3,787 4,140
15 1,341 1,758 2,131 2,602 2,947 3,733 4,073
16 1,337 1,746 2,120 2,583 2.92] 3,686 4,015
17 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,646 3,965
18 1,330 1,734 2,101 2,552 2,878 3,610 3922
19 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861 3,579 3,883
20 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,552 3,850
21 1,323 1,721 2,080 2,518 2,831 3,527 3,819
22 1,321 1717 2,074 2,508 2,819 3,505 3792
23 1,319 1,714 2,069 2,500 2,807 3,485 3,767
24 1,318 1,711 2,004 2,492 2,797 3,467 3,745
25 ‘ 1,316 1,708 2,060 2,485 2,787 3,450 3,725
26 1,315 1,706 2,056 2,479 2,779 3,435 3,707
27 1,314 1,703 2,052 2,473 2,771 3,421 3,690
28 1,313 1,701 2,048 2,467 2,763 3,408 3674
29 1,311 1,699 2,045 2,462 2,756 3,396 3,659
30 1,310 1,697 2,042 2,457 2,750 3,385 3,646
32 1,309 1,694 2,037 2,449 2,738 3,365 3,622
34 1,307 1,691 2,032 2,441 2,728 3,348 3,601
36 : 1,306 1,688 2,028 2,434 2719 3,333 3,582
38 1 1,304 1,686 2,024 2,429 2,712 3,319 3,566
40 1 1,303 1,684 2,021 2,423 2,704 3,307 3,551
50 J 1,299 1,676 2,009 2,403 2,678 3,262 3,496
60 : 1,296 1,671 2,000 2,390 2,660 3,232 3,460
120 . 1,289 1,658 1,980 2,358 2,617 3,160 3,373

oo f 1,282 1,645 1,960 2,326 2,576 3,090 3,291
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Tabela de X (Bartlett)®

Anexo 7

001 QLTOFT LOBCET FEE 66 ALETE 66 LL T HL ATELD T
|, GETECT QI FEE6E QLT 6% LH'Ch 26T 68 0g
|, TTE9TI GTETIT FEE 6L 16E08 19 L A L g
DL ST+ [ 0 FEE G0 GELTS BELEE CLTEF L
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