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RESUMO

Os orgaos reguladores vém sendo cada vez mais rigidos em suas atualizagbes de
monografias, pois sabe-se que a contaminagdo por impurezas metalicas pode ser
originada por diferentes processos, desde o armazenamento ao processo de sinteses,
que sao realizadas durante a formulagdo de um produto. Isto ocorre devido a
necessidade de garantir que seguranca e eficacia dos produtos n&o sejam afetadas.
Portanto, érgédos como o ICH, a FDA e a ANVISA definam os limites e requisitos de
grau de purezas, para insumos da industria farmacéutica, para identificagdo e
qualificagdo. Diante disto, sugerem técnicas analiticas seletivas e sensiveis como
cromatografia e espectroscopia para o controle e determinagdo de impurezas. Alguns
laboratérios ainda utilizam métodos tradicionais colorimétricos para a identificagcao de
impurezas, ndo sendo muito preciso, pois os métodos tradicionais sdo técnicas
qualitativas. Este estudo teve como objetivo demonstrar que elementos considerados
como impurezas (Fe, Pb, Ni, As) para insumos farmacéuticos, podem ser analisados
por espectrometria de absor¢cdo atdbmica por chama, e substituir perfeitamente os
métodos tradicionais (colorimétrico). Com o intuito de testar a linearidade do
equipamento, preparou-se em primeiro lugar, uma curva analitica com 7 pontos.
Testada a linearidade, preparou-se a curva com 6 pontos, e deu-se continuidade aos
testes. Para os elementos Fe, Pb e Ni foi possivel encontrar LOD e LOQ - (0,235;
0,785mgL") (0,217; 0,649mgL""), (0,238; 0,712mgL""), respectivamente. O elemento
arsénio nao foi possivel quantificar na faixa estabelecida para os elementos, baseada
em preceitos farmacopeicos, pois apresentou grande variagdes em suas medidas. A
faixa de recuperagao do método para os elementos Pb, Fe, Ni e As foram (91,1-99,1);
(97,5-99,8); (97,3-102,6) e (85,8-136,5) %, respectivamente, passando Pb, Fe e Ni
pelo critério de aceitagcdo. Os elementos Fe, Ni e Pb obtiveram excelentes resultados
de repetibilidade e precisao intermediaria. E a especificidade foi adequada para todos
os elementos. Sabe-se, portanto, que uma das maiores preocupag¢des da industria
farmacéutica é a crescente fiscalizagdo por parte das agéncias regulatorias com
relagdo ao controle de impureza em produtos farmacéuticos. Os estudos realizados
atualmente sobre impurezas farmacéuticas sdo essenciais para o0 controle de
qualidade dos produtos oriundos da industria farmacéutica e para a seguranga da
sociedade.



ABSTRACT

Regulatory agencies have been increasingly rigid in their monograph updates, as it is
known that contamination by metallic impurities can be caused by different processes,
from storage to the synthesis process that are carried out during the formulation of a
product. This is due to the need to ensure the safety and effectiveness of the products
are not affected. Therefore, bodies such as ICH, FDA and ANVISA define the limits
and requirements for the degree of purity for inputs from the pharmaceutical industry,
for identification and qualification. In view of this, they suggest selective and sensitive
analytical techniques such as chromatography and spectroscopy for the control and
determination of impurities. Some laboratories still use traditional colorimetric methods
for the identification of impurities, and it is not very accurate, as traditional methods are
qualitative techniques. This study aimed to demonstrate that elements considered as
impurities (Fe, Pb, Ni, As) for pharmaceutical inputs and raw materials, can be
analyzed by flame atomic absorption spectrometry, and perfectly replace traditional
methods (colorimetric). In order to test the linearity of the equipment, an analytical
curve with 7 points was prepared in the first place. After testing the linearity, the curve
was prepared with 6 points, and the tests continued. For the elements Fe, Pb and Ni it
was possible to find LOD and LOQ - (0.235; 0.785mgL-1) (0.217; 0.649mgL-1), (0.238;
0.712mgL-1), respectively. The element arsenic was not possible to quantify in the
range established for the elements, based on pharmacopoeial precepts, as it
presented great variations in its measurements. The recovery range of the method for
the elements Pb, Fe, Ni and As were (91.1-99.1); (97.5-99.8); (97.3-102.6) and (85.8-
136.5)%, respectively, passing Pb, Fe and Ni by the acceptance criterion. The
elements Fe, Ni and Fe obtained excellent results of repeatability and intermediate
precision. And the selectivity was adequate for all elements. It is known, therefore, that
one of the biggest concerns of the pharmaceutical industry is the increasing inspection
by regulatory agencies regarding the control of impurities in pharmaceutical products.
Studies currently carried out on pharmaceutical impurities are essential for the quality

control of products from the pharmaceutical industry and for the safety of society.
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1. INTRODUCAO

O Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos) foi fundado em
1976, pertence a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e é a unidade responsavel
pelo desenvolvimento e produgcdo de vacinas, reativos para diagnosticos e
fitofarmacos (GONCALVES, 2015).

Um estudo realizado pelo Instituto Reputation em 2014, revelou que a Fiocruz
tem uma reputacao de forte a excelente, postura ética e busca a melhoria da qualidade
da vida humana e o atendimento as necessidades por meio da ciéncia e inovacgéo.
Sobre a diversidade de atividades desenvolvidas pela Fundagdo, a maioria das
pessoas consultadas reconheceu a Fiocruz como um “centro de pesquisas” e como
‘uma fabrica de produtos de saude”. Em todos os publicos, as associacdes
predominantes sobre a Fundacdo foram “pesquisas”, “vacinas” e “saude”. Isso
demonstra o importante papel da produgao de vacinas por Bio-Manguinhos para a
imagem e a projecao da Fiocruz na sociedade (GONCALVES, 2015)..

O Plano Nacional de Imunizag&o (PNI) do Ministério da Saude (MS) tem como
objetivo principal oferecer todas as vacinas com qualidade a todas as criangas que
nascem anualmente no Brasil. Desta forma alcangando coberturas vacinais de 100%
homogeneamente em todos os municipios e em todos os bairros. Bio-Manguinhos
ocupa uma posicao de destaque, como fornecedor de vacinas ao PNI, uma vez que
das 15 vacinas que compdéem o Calendario Nacional de Vacinagado, sete sao

fornecidas pelo Instituto, conforme listadas abaixo:

* Febre Amarela;

* Pneumocdcica decavalente;

* Poliomielite 1 e 3 oral;

* Poliomielite inativada;

* Rotavirus humano;

* Sarampo, caxumba e rubéola (triplice viral);

* Sarampo, caxumba, rubéola e varicela (tetra viral).

Com um dos maiores e mais modernos centros de produg¢do da América Latina, o
Complexo Tecnolégico de Vacinas (CTV) de Bio-Manguinhos submete as suas

atividades diretamente ao MS, garantindo a confiabilidade de seus produtos que
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atendem prioritariamente as demandas da saude publica nacional, de acordo com o
calendario basico de imunizagdo (GONCALVES, 2015).

Bio-Manguinhos busca, de forma constante, garantir que a populagao brasileira
possa ter acesso gratuito a imunobiolégicos de alta tecnologia, e a reducao dos gastos
do MS. E reconhecido mundialmente por possuir acreditacdo em seus laboratérios e
atender ao cumprimento dos requerimentos de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF).
Em 2001, o Instituto passou a ser pré-qualificado junto a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) para fornecimento da vacina de febre amarela. E responséavel pelo
quantitativo exportado para mais de 70 paises, por meio da Organizagdo Pan-
Americana da Saude (OPAS), com um percentual de 58,82% das vacinas produzidas
no Brasil (GONCALVES, 2015).

Observa-se que a saude publica tem apresentado um processo dinamico de
transformagdes nas ultimas décadas, com mudangas estruturais consideraveis e
novos modelos inovadores de gestao, focando sempre na melhoria da qualidade dos
servicos e também na melhoria da assisténcia, destinados a populagao, de acordo
com as diretrizes do Sistema Unico de Saude (SUS). Diante dessa logistica, o SUS
representa uma modernizagdo de organizagdo dos servigos de saude, tendo seus
pilares relacionados a universalidade, a integralidade, a acessibilidade, a
hierarquizacao, a regionalizagdo, a descentralizagdo e ao controle social. Com isso,
novas propostas apresentam modelos de “inteligéncia sanitaria”, cujo objetivo seja
aplicavel na saude da sociedade, entre eles o de Vigilancia em Saude (VS) (BRASIL,
2004).

Sabe-se que, atualmente, os recentes casos de surtos de febre amarela tém sido
um grande e constante desafio. No Brasil, segundo a Lei 8080/1990, a VS é definida
como:

“‘Um conjunto de agdes e servigos de saude, prestados por orgaos e instituicdes

publicas federais, estaduais e municipais que visam a reduc¢ao de riscos e doengas

ou de outros agravos, e assegurem um acesso universal e igualitario de agoes, e

aos servigcos para sua promocao, protecao e recuperacao”.

A VS esta inserida no campo de ag&do do SUS e desenvolve programas relevantes
de controle e prevencdo em varias areas: Epidemiologica, Ambiental, Saude do
trabalhador, Imunizagcdo, Sanitaria e Infraestrutura. Compete a vigilancia
epidemioldgica, realizar agdes que proporcionem o conhecimento, a detecgdo ou a

prevencao de qualquer mudancga em fatores determinantes e condicionantes de saude
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individual ou coletiva, com a finalidade de recomendar e adotar medidas de prevencgao
e controle de doengas ou agravos. Com isso, a prevengao de surtos de febre amarela
em humanos, deve ser realizada através de um conjunto de atividades que orientem,
a deteccao ou a prevencgao nos fatores que atinjam a saude publica de forma geral
(DABKIEWICZ, 2016).

1.1. A Vacina Febre Amarela (VFA)

Theiler e Smith iniciaram, em 1937 a producao da vacina nos laboratorios da
fundacao Rockefeller, a partir da cepa 17D, que foi coletada de um africano
diagnosticado com febre amarela. No desenvolvimento da vacina, a mesma foi
utilizada em maior escala em um surto epidémico ocorrido no Brasil, no municipio de
Varginha / Minas Gerais. A partir de entdo, passou a ser utilizada nos estados
brasileiros, em programas de vacinagao, e também em regides endémicas, tornando-
se assim, a melhor alternativa para o controle da febre amarela no pais (BRASIL,
2004).

A vacina contra a febre amarela é rotineiramente utilizada pelo PNI do MS nas
zonas de transicao e risco potencial, e torna-se obrigatéria a todas as pessoas que se
deslocam para regides endémicas. Esta vacina € considerada altamente imunogénica,
e é bem tolerada e esporadicamente associada a efeitos adversos graves. E indicada
a partir dos nove meses de vida, em dose Unica. E contraindicada para mulheres em
fase de amamentacao, devido a possivel transmissao do virus para o leite materno. A
vacina € comercializada conforme as especificagbes e composigao finais
apresentadas na Tabela 1, com destaque para sacarose, glutamato de sodio e
sorbitol. A farmacopeia europeia, indica analisar nestas matérias-primas impurezas

elementares.
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Tabela 2. Composi¢ao da vacina contra febre amarela (frascos para 5 e 10 doses).

Virus 17D 1.000 DLso

0,8 mg/dose (C12H22011-MM 342,2965

Sacarose g/mol)
4,0 mg/dose (CsHsNaNOs+-MM 169,11
Glutamato de sddio g/mol)
Sorbitol 8,5 mg/dose (CsH1406-MM 182,17 g/mol)
Gelatina bovina hidrolisada 5,0 mg/dose (85% de proteina)
1,5 pg/dose (C37He7NO13-MM 733,93
Eritromicina g/mol)
5,0 ug /dose (C1sH3sN40O11-MM 484,44
Canamicina g/mol)

MM: Massa molecular .
Fonte: (INSTITUTO EM IMUNOBIOLOGICOS - BIO-MANGUINHOS, 2014b).

A produgado da VFA segue as normas estabelecidas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), seguindo os padrbes descritos na Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2019B) e o dossié do produto submetido pelo fabricante no ato do
registro. O Brasil, desde de dezembro de 2016, vem enfrentando um grande surto de
febre amarela, sendo que o maior numero de casos foi observado na regido sudeste.
Foram registrados valores maiores do que os registros em anos anteriores, porém,
ressalta-se que todos os casos foram de pessoas residentes em zonas rurais ou que
tiveram algum contato com a zona silvestre, por motivos de lazer ou trabalho (Instituto
em Imunobiolégicos - Bio-Manguinhos, 2018).

Com o objetivo de atender a demanda do pais nos proximos anos, o MS solicitou
a Bio-Manguinhos / Fiocruz, um consideravel aumento na produ¢ao do numero de
lotes de vacinas para o ano de 2019. Desde janeiro de 2017, até o momento, foram
enviadas 68,9 milhdes de doses de vacinas a todas as unidades federadas. Diante
deste cenario, Bio-Manguinhos estabeleceu uma parceria com o laboratoério Libbs
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Farmacéuticas, em S&o Paulo, a fim de cumprir a meta de aumentar a capacidade de

produg&o da vacina (Instituto em Imunobioldgicos - Bio-Manguinhos, 2018).

1.2. Vigilancia Sanitaria e o Controle de Qualidade

Seguindo estas diretrizes, a VS esta diretamente ligada ao SUS, compreendendo
um conjunto de atividades que regulamenta, monitora, fiscaliza e controla os
processos e os produtos, com o objetivo de manter a confiabilidade e prevenir contra
qualquer risco a saude publica, estando em conformidade dentro das premissas
executivas e juridicas (CARVALHO; MACHADO; TIMM, 2004; BRASIL, 2010).

Criada pela Lei n° 9.782 de janeiro de 1999, a Anvisa, submete suas atividades ao
MS como autarquia sob regime especial, sendo sua principal fungdo atuar em todos
os setores relacionados a produtos e servigos que possam afetar a saude da
populacdo brasileira, exercendo assim o controle dos produtos que séo
comercializados (DABKIEWICZ, 2016).

De forma a garantir que as BPF estejam inseridas na “Garantia da Qualidade”, a
Anvisa faz uso de suas atribuicdes que estao estabelecidas na Resolu¢ao da Diretoria
Colegiada (RDC) n°® 17, de 16 de abril de 2010, mostrando os requisitos minimos de
BPF, para que, assim, possa se assegurar que os produtos sao produzidos e
controlados, com qualidade apropriada para sua principal finalidade e assim garantir
o seu registro diante da Anvisa (BRASIL, 2010).

Com o objetivo de estar em conformidade com as especificagdes estabelecidas
segundo a RDC 17/2010, as atividades de controle de qualidade tém a fungao de
estarem presente em todo processo de produg¢do, com o objetivo de desenvolver,
validar e implementar procedimentos e protocolos, sempre de acordo com a legislagéo
ambiental. Todo procedimento deve estar escrito, descrevendo e fornecendo
instrucdes para a realizacdo de operagdes na forma de Procedimento Operacional
Padrao (POP), com critérios de aceitagdo para aprovagao de um método analitico de
uso na rotina, apresentando as atividades a serem realizadas na validagdo de um
projeto especifico (BRASIL, 2010).

A vacina de febre amarela produzida por Bio-Manguinhos, em conformidade com
as condi¢des de BPF, é certificada pela Anvisa e pela OMS para suprir a demanda do
MS e das Agéncias das Nagbes Unidas. De acordo com as recomendagdes da OMS,

devem ser realizados os testes de controle de qualidade nos insumos e matérias-
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primas, nas diferentes etapas de produgédo, até o seu produto final, a fim de garantir a
seguranga quimica e microbiologica da vacina, bem como os estudos de estabilidade
no produto final (DABKIEWICZ, 2016).

1.3. Impurezas Farmacéuticas

A presenca de impurezas, mesmo que em baixas concentra¢des, podem ser
oriundas de diferentes fontes de contaminacdo. As matérias-primas envolvidas,
etapas de sintese de farmaco e o processo de formulagdo, sdo exemplos de etapas
do processo passivo de contaminagcdo. Mesmo que em baixas concentragdes, estas
impurezas podem levar a alteragdes nos principios ativos de medicamentos, vacinas
e farmacos. A qualidade dos produtos farmacéuticos é muito importante para garantir
sua eficacia, com isso, as exigéncias de qualidade em relagao ao principio ativo e ao
conteudo das matérias-primas utilizadas na obtengcdo dos medicamentos estao
descritas na maioria das farmacopeias (USP, Farmacopeia Europeia).

Observa-se que a maior fonte de impurezas € o processo de sintese, onde
subprodutos sdo formados nas reagdes do processo. E possivel identificar as
impurezas que podem estar presentes no processo de formulagdo, mas é necessario
certificar-se primeiramente da qualidade das matérias-primas, dos insumos utilizados
e da sua estabilidade. Diferentes rotas do meio reacional geram diferentes
intermediarios, devido a isso a necessidade de diminuicdo do risco de contaminacao
deve ser realizada. Entretanto, as impurezas também podem surgir devido ao
armazenamento inadequado e por contaminagao fisica. Um exemplo tipico s&o as
solugdes e suspensdes, que sdo mais propensas a degradagao, devido a hidrélise e
reagdes quimicas com solventes. Reagbes que ocorrem, apenas, quando a agua ou
outro solvente foi utilizado em alguma etapa da produgao. De certo, a 4gua contribui
com suas proprias impurezas e seguidamente tem capacidade de favorecer reagdes
de hidrdlise e catalise metalicas (ASHU; SALONI; NARASIMHAN, 2012).

Sabe-se que em matérias-primas e em solucdes intermediarias ao processo de
formulacdo de produtos farmacéuticos, as impurezas sdao mais comumente
encontradas. Sendo assim, a determinacao de impurezas em produtos farmacéuticos
€ um importante ensaio para garantir a qualidade e a seguranga dos produtos. Essa
importancia pode ser evidenciada por meio de diversos livros e artigos, que sao
publicados sobre o assunto (ASHU; SALONI; NARASIMHAN, 2012).
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As impurezas elementares que sdao mais complexas para serem eliminadas,
representam de certa forma para a quimica analitica, um grande desafio. Pois além
de modificarem o principio ativo do medicamento, ou da vacina também dificultam o
desenvolvimento de metodologias. Devido a estes fatos, faz-se necessario um
controle mais rigoroso para a detecgdo desse contaminantes, em cada etapa do
processo. Durante as reacdes de sintese que ocorrem no processo de formulagao, a
partir de uma molécula podem surgir produtos intermediarios, subprodutos e produtos
de transformacdo. Outras impurezas que podem ser relacionadas ao processo de
producdo sdo os reagentes e catalisadores, que geralmente s&o utilizados nas
reacdes de sintese organica. Outro fator preponderante € a presenca de solventes
nos insumos e produtos farmacéuticos (ASHU; SALONI; NARASIMHAN, 2012).

A agua, sem duvida, é o solvente mais utilizado na industria farmacéutica, muitas
vezes nao € considerada como passivel de contaminagdo. Entretanto a agua
dependendo de onde € proveniente, pode afetar a estabilidade dos produtos, vacinas
e farmacos, causando reagdes de hidrdlise de grupos susceptiveis. Esses elementos
que sao indesejaveis, além de apresentarem alta toxicidade, podem modificar
propriedades e caracteristicas fisico-quimicas de alguns compostos, que podem
acarretar em prejuizos na saude humana. As exigéncias de qualidade e pureza para
matérias-primas sdo menores do que para insumo, porém ndo menos importante. E
relevante, desde vestigios a quantidades significativas de impurezas, que podem
reagir com outros produtos quimicos utilizados e por sua vez, afetar a pureza do
produto final (ASHU; SALONI; NARASIMHAN, 2012).

A garantia e o controle de insumos farmacéuticos e matérias-primas sao questdes
que devem ser tratadas com a maior atengado, pois sao de grande importancia no
ambito de analises farmacéuticas, e o maior objetivo de uma industria farmacéutica é
prevenir danos e prejuizo para a sociedade que fara uso das vacinas (MAGGIO et al.,
2014).

1.3.1. Classificagao de Impurezas

A classificacao das impurezas e suas especificacdes estdo disponibilizadas nas
guias normativas por diferentes agéncias regulatérias como a Food and Drug

Administration (FDA), o The International Council for Harmonisation of Technical
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Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) e a European Medicines
Agency (EMA).

As impurezas farmacéuticas podem ser definidas como qualquer componente que
esteja presente na formulagdo do farmaco, além da substancia ativa dos incipientes
as impurezas podem estar presentes em todas as etapas de produgao da vacina, de
solugdes ao produto final. As impurezas sao classificadas nas seguintes categorias:

e Impurezas organicas

¢ Impurezas Inorgéanicas

e Solventes residuais

As impurezas organicas podem surgir em processo de sintese que incluem
matérias-primas, subprodutos, intermediarios, produtos de degradagéo, e reagentes.
Com um estudo cientifico & possivel prever as substancias que possam ocorrer no
meio reacional, com base nas reacdes e condicdes em que a sintese ocorre
(VENKATESAN; VALLIAPPAN, 2014).

Ja as impurezas inorganicas podem ser resultadas dos processos produtivos,
que normalmente sdo conhecidos e facilmente identificados, como reagentes,
catalisadores, metais pesados, sais inorganicos entre outros. Sendo assim, podem
ser detectadas e identificadas por métodos, como espectrometria de absorg¢ao
atbmica com chama (Flame Atomic Absorption Spectrometry, FAAS) e a
espectrometria de absorgao atdbmica em forno de grafite (Direct Current Plasma
Optical Emission Spectrometry, DSS-GF AAS).

Esta contaminagcdo pode acarretar alteracées no principio ativo da vacina ou
medicamento, que pode causar danos a saude dos usuarios. De maneira geral, a
determinacao de impurezas elementares em medicamentos ou substancias para uso
farmacéutico visa observar a composicdo quimica das amostras, considerando os
limites especificados para os elementos de interesse. O controle de metais em
farmacos € importante, pois muitas destas substancias sdo empregadas em
tratamentos de uso continuo (EUROPEIAN PHARMACOPEIA, 2017).

Para realizar um procedimento de referéncia de analise para elementos, a
farmacopeia europeia é a monografia de referéncia utilizada por Bio-Manguinhos, e
sera utilizada no desenvolvimento deste trabalho. A Farmacopeia nos orienta que é
necessario conhecer as caracteristicas da matéria-prima ou insumo de interesse, para
que possam ser definidos, de maneira adequada, a preparacdo da amostra, a técnica

de deteccdo e os parametros analiticos do instrumento. A monografia utilizada, lista



23

as técnicas espectrométricas de medicdo para determinacdo de impurezas
elementares, porém para a realizagdo deste projeto, e de acordo com os
equipamentos que Bio-Manguinhos dispde, o mesmo sé podera ser realizado por uma

das técnicas em destaque, listadas a seguir:

Espectrometria de Emissdo Atbmica — AES

Espectrometria de Absorgao Atomica — AAS

Espectrometria de Fluorescéncia de raios X — XRFS

Espectrometria de emissao atdbmica com plasma indutivamente acoplado — ICP-
AES

Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado — ICP-MS

Portanto, a importancia do desenvolvimento de metodologias para a quantificagao
de metais presentes, como impurezas, em produtos farmacéuticos pode ser
demonstrada pelos diversos trabalhos publicados sobre este assunto. Margui e
colaboradores (2009) propuseram um procedimento para a determinagao de Cr, Fe,
Ni e Zn em principios ativos farmacéuticos, através de X-XRFS com dispersdo em
comprimento de onda (WDXRF). Chuang e colaboradores (2000) desenvolveram uma
metodologia para a determinagéo de Pb, Cd, As, Hg, Cu, Co e Mn em diversas plantas
medicinais chinesas, utilizando diferentes técnicas espectrométrica FAAS; GFAAS;
Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Geragdao de Hidretos — HGAAS;
Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Geracdo de Vapor Frio — CVAAS. No
trabalho proposto por BOLZAN e colaboradores (2007) foram determinados Cd e Pb
em suplementos de calcio, usando ICP-MS, FAAS, GFAAS e voltametria de

redissolugao anddica (ASV).

1.3.2. Especificagdes para Impurezas

Sabe-se, portanto, que, a necessidade para o controle e monitoramento de
impurezas farmacéuticas esta baseada em razdes éticas e econbmicas, bem como
questdes de seguranca e eficacia do produto. Em conformidade com as guias do ICH,
devem ser inclusas especificagdes para cada elemento que é considerado impureza
para um determinado insumo ou matéria-prima, e também o total de impurezas e

produtos de degradagdo. Os limites de alerta para a notificagdo e o controle das
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impurezas sao propostos, com base na dose maxima diaria do insumo farmacéutico
ativo presente no produto. Qualquer impureza encontrada acima do limite de
notificacdo, bem como as impurezas totais encontradas devem ser analisadas por
procedimentos analiticos adequados. No Brasil, a Anvisa publicou em 2013 a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) numero 58 que estabelece parametros para
a verificagdo de produtos de degradacdo em medicamentos, para a notificagéo,
identificacdo e qualificacao desses produtos, conforme Tabela 2. Esta resolugao é
valida para substancias ativas e semissintéticas novas, genéricas e similares, também
para a renovacéao de registro de alteragdes pos-registro. Os limites estabelecidos sao
0s mesmos estabelecidos pelo ICH.

Tabela 2: Limites de notificacdo, identificagao e qualificacdo de produtos

Limites de Notificagao

Dose maxima diaria’ Limites?

<ou=1g 0,1%

>19 0,05%
Limites de identificagao

Dose Maxima Diaria Limites

<1mg 1,0% ou 5 pug ITD, o que for menor
1 mg—-10 mg 0,5% ou 20 ug ITD, o que for menor
>10mg-2g 0,2% ou 2 mg ITD, o que for menor
>29 0,10%

Limites de quantificagédo
Dose Maxima Diaria Limites

<10 mg 1,0% ou 50 ug ITD, o que for menor
10 mg — 100 mg 0,5% ou 200 ug ITD, o que for menor
>100mg-2g 0,2% ou 3 mg ITD, o que for menor
>29 0,15%

1. Quantidade maxima de insumo farmacéutico ativo administrado por dia.

2. Os limites dos produtos de degradacao sdo expressos como percentagem do insumo farmacéutico

ativo, ou como ingestao total diaria (ITD) de um produto de degradacéo.
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1.4. Técnicas Analiticas para Determinagao de Impurezas

A presenca de impurezas em insumos, matérias-primas e produtos de origem
farmacéutica devem ser avaliados qualitativa e quantitativamente, e com isso um
rigoroso controle de qualidade é muito importante no desenvolvimento de
medicamentos e vacinas. Sabe-se que o pilar de uma industria farmacéutica, no
aspecto de analises, sdo as farmacopeias que norteiam esse campo, por isso a cada
produto, exige uma técnica com analises especificas de acordo com as caracteristicas
de cada produto, levando-se em consideragdo cada elemento que seja considerado
como impureza. Geralmente, impurezas organicas sao analisadas a partir de técnicas
cromatograficas devido a capacidade de alta resolugéao e a possibilidade de utilizar
diferentes detectores, que permitem a determinagdo precisa dessas substancias
(Brasil, 2010; ICH, 2014).

Entre as impurezas descritas nas farmacopeias, encontram-se as impurezas
inorganicas, cujo o principal foco seria a contaminagao por metais pesados, antiga
nomenclatura das farmacopeias. As atualizagdes recentes trazem, hoje, o nome do
elemento como a identificacdo do teste a ser realizado. O limite dos metais
considerados como impurezas ou contaminantes presentes nos insumos e matérias-
primas é, normalmente, definido por agéncias reguladoras, as quais empregam
ensaios semiquantitativos e nao seletivos de precipitagdo de sulfetos metalicos
(TEASDALE; ELDER; NIMS, 2018).

Os ensaios limites para contaminantes, descrito nas principais farmacopeias
empregam solugdes de sulfeto de hidrogénio ou tioacetamida, que produzem
precipitados coloridos cuja intensidade de coloragao, ou desenvolvimento de turbidez
€ comparado visualmente com uma solugdo referéncia conhecida de chumbo.
Portanto, os elementos que normalmente respondem ao antigo ensaio limites de
metais pesados sao Arsénio (As), Prata (Ag), Bismuto (Bi), Cobre (Cu), Cadmio (Cd),
Mercurio (Hg), Molibdénio (Mo), Chumbo (Pb), Antimonio (Sb) e Estanho (Sn) (ICH,
2014).

Entretanto, o teste de ensaio limites de metais pesados apresenta uma limitagao
em apenas passar uma informagao semiquantitativa, pois o desenvolvimento de
coloracao sera proporcional aos precipitados formados de todos os elementos que
podem ocorrer nas situagdes citadas. Deste modo, os testes trazem consigo uma

informag&o incompleta, pois ndo informam qual elemento esta contribuindo com o
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desenvolvimento de cor ou turbidez ou opalescéncia na solugdo contendo a amostra,
e nem com a concentracdo individual destes contaminantes (ICH, 2014).

Sabe-se também que o teste depende de acuidade visual do analista, pois a
deteccao é feita por comparacao direta com uma solugao de referéncia conhecida,
uma vez que a comparagao pode ser influenciada por erros do analista ou mesmo
pela luminosidade do ambiente. Este teste € especifico nas farmacopeias para o grupo
de elementos citados anteriormente, porém com as atualizacbes das farmacopeias
houve o desmembramento do teste, tendo como o principal o teste de As, devido a
sua alta toxicidade por ser considerado um elemento carcinogénico. Outros elementos
importantes sob o aspecto toxicolégico, como € o caso do cromo, ndo respondem a
este teste. Além do que os reagentes tioacetamida e sulfeto de hidrogénio sao téxicos
e instaveis, devendo ser preparados no momento em que sera realizado a analise
(SOUSA, 2015).

Diante disto, a baixa seletividade e sensibilidade dos métodos oficiais para
impurezas inorganicas em medicamentos e vacinas, é de grande relevancia o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de metais. E quando
descritos em farmacopeia € necessario a implementacao da técnica o quanto antes,
a fim de que seja confirmado a baixa concentracdo do contaminante, para que possa
se garantir a seguranga dos produtos finais para o consumo humano (SOUSA, 2015).

Existem muitos artigos que relatam a utilizacdo de varias técnicas instrumentais
para que se tenha uma eficiéncia no controle de qualidade dos insumos que entram
diretamente na formulagéo do produto, ou das matérias-primas que entram em algum
dos muitos processos de formulagdo. De certo, sabe-se que nem todas as industrias,
possuem todas as técnicas analiticas descritas nas farmacopeias disponiveis em seus
laboratérios, pois isso envolvem questdes de capital financeiro. Mas ha uma
necessidade de que os resultados obtidos em laudos analiticos tragam uma resposta
rapida e eficaz, ao se tratar da determinagao de um produto (MULLER, 2014, SOUSA,
2015).

Portanto, para as industrias do ramo farmacéutico faz-se necessario que a
atualizacdo de suas técnicas de analises seja constantemente atualizada em
conformidade com as farmacopeias que as mesmas se baseiam. Dentre as técnicas
sugeridas, esta a FAAS a qual sera discutida nesse trabalho, pois com a realidade do
laboratério € a técnica que se encontra disponivel. A aplicagao convencional desta

técnica, geralmente, requer o preparo da amostra, o qual pode envolver o processo



27

de digestdo acida ou diluicdo da amostra em solvente (MULLER, 2014, SOUSA,
2015).

A amostragem direta de solidos empregando a FAAS é uma boa alternativa na
determinacdo de metais, principalmente quando estes encontram-se em baixa
concentragdo, ou quando a amostra for de dificil decomposi¢cédo. Além do baixo limite
de deteccéo, esta técnica apresenta vantagens como menor risco de perda de analito
e de contaminagado de amostra, e baixo consumo de reagentes toxicos.

Métodos apropriados, validados e especificos devem ser usados na determinacao
de cada metal em suas variadas formas, cujos os metais podem estar em formas
diferentes do que a forma original utilizada como catalisador ou reagente.
Procedimentos estabelecidos para a determinac¢do de metais residuais estao descritos
nas farmacopeias. Caso estejam utilizados apenas metais da classe 2 ou classe 3,
podem ser utilizados métodos ndo especificos (BRASIL, 2010; MACHADO 2012).

1.5 METODOS ESPECTROMETRICOS

Os métodos espectrométricos constituem um vasto campo analitico, baseados na
espectrometria atbmica e molecular, onde o termo espectroscopia € um termo geral
empregado para caracterizar a ciéncia, que trata das interacbes moleculares dos
diversos tipos de radiagao com a matéria. Ha relatos historicos que as interacbes de
interesse eram aquelas entre a radiagcao eletromagnética e a matéria, no entanto,
atualmente a espectroscopia tem sido ampliada e inclui interagbes entre matéria e
outras formas de energia. A espectrometria e os métodos espectrométricos referem-
se a medida da intensidade de radiagdo com um condutor fotoelétrico ou com outro
tipo de dispositivo eletronico. Os métodos espectrométricos mais amplamente
utilizados estdo baseados na radiagao eletromagnética, a qual € um tipo de energia
que toma diversas formas, as mais prontamente reconheciveis sao a luz e o calor
radiante. As manifestagdées menos frequentes incluem os raios gama e os raios X,
bem como, a radiagao ultravioleta de micro-ondas e de radiofrequéncia (EUROPEIAN
PHARMACORPEIA, 2017).

1.5.1. Espectrometria de Absorcao Atébmica

A espectrometria de absorcao atdmica é utilizada para a determinacao de diversos

elementos da tabela periddica, principalmente metais e consiste, basicamente, de
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quatro técnicas: F AAS, HG AAS, CV AAS e GF AAS (SKOOG, 2008; EUROPEAN
PHARMACOPEIAN, 2017).

A partir da década de sessenta, a técnica e os equipamentos de Espectrometria
de Absorgcao Atdmica adquiriram uma importancia de elevada relevancia, devido a
busca por parte de grupos de investigagao interessados na determinagao de metais.
Com isso, ocorreu a implementacéo da técnica nos laboratérios de analise de rotina.

Vale salientar que a Espectrometria de Absor¢ao Atémica foi um dos métodos que
mais contribuiu para o desenvolvimento da quimica analitica. De referir, que nos
progressos mais relevantes da técnica, a fabricagdo de queimadores para a utilizagao
de mistura de acetileno e 6xido nitroso (C2H2 / N20) (atingindo temperaturas na ordem
dos 3200° K, temperaturas mais elevadas alcangadas com as misturas gasosas) foi o
fundamental para o progresso impulsionador da chama para a analise de metais
pesados (SKOOG; WEST; HOLLER; CROUCH, 2006; EUROPEAN
PHARMACORPEIA, 2017).

Vale salientar que a evolugao que foi observado da técnica, ndo esta somente
relacionado somente ao avango tecnoldgico, mas também a busca necessaria para
0s problemas que vinham surgindo com o passar dos anos. Com as necessidades da
industria, da saude, da tecnologia surgidas imediatamente pds-segunda guerra
mundial, onde passou-se a exigir limites de detecgdo dia pds dia mais baixos,
equipamento adaptado a realizagdo de medidas nas préprias linhas de producao,
entre outros (SKOOG; WEST; HOLLER; CROUCH, 2006; EUROPEAN
PHARMACORPEIA, 2017).

Por todas estas razdes, o controle analitico de alguns metais, como por exemplo
o Pb, Fe, Ni, e As, que devem ser analisado por um método que tenha uma
sensibilidade de ordem de grandeza por partes por milhdo (ppm). Mesmo com
algumas dificuldades que possam surgir, durante a analise, devido as caracteristicas
dos elementos a concentragcdes muito baixas, isso nos leva a ter um controle muito
mais rigido.

A alta seletividade e a boa precisdo sao alguns aspectos positivos da
Espectrometria de Absorcdo Atdmica, mas como se sabe que todas as técnicas
possuem seus limitantes, esta ndo seria diferente. Uma das mais relevantes limitagdes
da técnica € que nao nos permite determinar mais do que um elemento de cada vez.
Para que ocorra a determinagao de elementos distintos, (SKOOG; WEST; HOLLER,;
CROUCH, 2006; EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2017).
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1.5.2. Espectrometria de Absorgdo Atdmica por Chama (FAAS)

A FAAS utiliza como fonte de radiagcao lampadas especificas para cada elemento
de interesse, 0 que torna a técnica altamente seletiva e dispensa o uso de
monocromadores de alta resolugcdo. Apresentando ainda algumas outras vantagens,
aléem de apresentar reduzido numero de interferéncias espectrais ocasionadas por
sobreposic¢ao de linhas de outros elementos (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2017).

Sabe-se que assim como as vantagens, todas as técnicas também tém suas
limitacdes, ndo sendo diferente na espectrometria de absor¢cao atémica por chama,
onde entre as limitagcdes inerentes, a mais frequente é o fato de ser uma técnica que
determina um elemento por vez, o que torna o procedimento relativamente repetitivo
e tedioso, tendo em vista um grande volume de amostra e elementos que devam ser
analisados. Com isso, a técnica requer uma variedade de lampadas (de certo, uma
para cada elemento), que tém tempo de vida Ilimitadas (EUROPEAN
PHARMACORPEIA, 2017).

Entretanto, tém-se por convicgao que a maior limitagao desta técnica tem sido o
fato de absorcao ser medida apenas sobre intervalos espectrais consideravelmente
estreitos, sendo correspondentes a largura da linha atdmica emitida pela fonte de
radiacdo, o que deixa ainda mais restrito a informagao sobre ambiente espectral
(EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2017).

1.5.2.1. Processo de Atomizacao

Na FAAS, a amostra é introduzida com a mistura de gases que alimentam a chama
produzida pelo queimador laminar, ou seja, em um atomizador de chama a solugao
amostra € nebulizada por um fluxo de 6xido gasoso, misturada com um combustivel
gasoso, e levada a chama onde ocorre a atomizagdo (SKOOG; WEST; HOLLER;
CROUCH, 2006).

Com o intuito de diminuir as elevadas perdas de amostras durante o processo de
nebulizacdo ha pouco tempo de permanéncia dos atomos na chama, isso faz com que
condicionem drasticamente a sensibilidade do método, tornando-o inadequado para
aplicagbes quantitativas em micrograma por litro (ugL™").

A Figura 1 mostra detalhadamente os processos que ocorrem com amostra que
sdo intimamente ligados. A primeira etapa € a dessolvatagéo, onde o solvente evapora

produzindo um aerossol de particulas extremante pequenas. A dissociacdo da maior
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parte das moléculas resulta em um gas atdbmico, deste modo ocorre também a
geracgéao dos cations e elétrons (SKOOG; WEST; HOLLER; CROUCH, 2006).
Sabe-se que outros atomos e moléculas sdo produzidos na chama, que sao
resultados de interagbes do combustivel com o oxidante e com os varios elementos
que possam estar presentes na amostra, mesmo que em quantidades muito
pequenas. Com a ocorréncia de simultdneos processos ocorrendo, a atomizacao

torna-se a etapa mais critica.

Figura 1. Etapas que ocorrem na amostra durante analise por espectrometria de absorgao atémica por

chama.

Solugdo do Analito

J Nebulizagédo
Spray

Aerossol sélido/ gas
N) Volatilizacdo

Moléculas Gasosas > Moléculas Excitadas
:I: Dissociagdo Reversivel

Atomos Atomos Excitados
$ lonizagdo Reversivel
fons Atdmicos N ions Excitados

Fonte: (Proprio Autor)

Este método apresenta, portanto, algumas limitagées na precisdo e limites de
detecgéo, relativamente altos para algumas aplicagdes. Para concentragdes na faixa

de ugL", o forno de grafite mostra-se mais preciso devido a sua sensibilidade.

1.5.2.2. Instrumentacao

Um instrumento de Absorgcdo Atdbmica € constituido por varios sistemas

instrumentais, tais como: sistema de emissao de selecdo ou fonte de radiacéo,
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sistema de absorgao ou suporte para amostra, sistema de sele¢cdo ou um seletor de
comprimento de onda e o sistema de detecgdo ou registro ou um detector e um
processador de sinais e um dispositivo de saida.

Os instrumentos de Absorcdo Atbmica sdo bem parecidos entre si, sendo as
principais diferengas entre si a fonte e a célula de absorgdo A Figura 2 mostra o

esquema de atomizagdo em chama.

Figura 2. Atomizador em chama
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D07 Thomson Higher Education

Fonte: https://pt.slideshare.net/diegoarica/componentes-ticos-em-espectroscopia

1.5.2.3. Tipos De Chama

O Quadro 1, lista os principais tipos de combustivel e oxidantes empregados em
FAAS, e suas respectivas faixas de temperaturas, que sdo obtidas através dessas
misturas. Observa-se entre a faixa de 1700°C a 2400°C s&o obtidas com varios
combustiveis, quando o ar atua como oxidante. Ou seja, com essas temperaturas as
amostras sdo atomizadas e se decompde com maior facilidade. Para amostras
refratarias, devem ser empregados outros oxidantes, tais como, oxigénio ou oxido
nitroso. Com combustiveis comuns, esses oxidantes produzem temperaturas na faixa
dos 2500°C a 3100°C de acordo com SKOOG, (2006).



Quadro 1. Propriedades da chama em espectrometria de absorgéo atdmica (Adaptado de

SKOOG, (2006).
Velocidade
Combustivel Oxidante Temperaturas (°C) Maxima de
Queima (cm. S-1)
Gas Natural Ar 1700-1900 39-43
Gas Natural Oxigénio 2700-2800 370-390
Hidrogénio Ar 2000-2100 300-440
Hidrogénio Oxigénio 2550-2700 900-1400
Acetileno Ar 2100-2400 158-266
Acetileno Oxigénio 3050-3150 1100-2480
Acetileno Oxido Nitroso 2600-2800 285
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Fonte: (Proprio Autor)

Observa-se que a velocidade da queima da chama é de extrema importancia
devido a estabilidade em determinados intervalos de fluxos de gas. Se o fluxo de gas
nao excede a velocidade da queima, a chama se propaga retornando ao queimador
causando um fendmeno chamado de flashback. Se ha aumento do fluxo, a chama
cresce até atingir um ponto acima do queimador onde o fluxo de gas e a velocidade
de queima se mostram iguais. Com isto, nessa regido, as chamas tornam-se estaveis.

Com fluxos mais altos, a chama aumenta e eventualmente atinge um ponto onde
ela explode fora do queimador. Essas condigbes confirmam a importancia do controle
do fluxo da mistura combustivel / oxidante. Este fluxo é altamente dependente do tipo
de combustivel e oxidante que estdo sendo usados (Holler, Nieman e Skoog (2002).

1.5.2.4. Estrutura da Chama

A estrutura da chama apresenta varias regides importantes, como por exemplo a
zona de combustéo primaria, a regiao entre zonas, a zona de combustao secundaria,
como mostrados na Figura 3. Em cada regido pode-se encontrar distintas aparéncias
e varios tamanhos, isso ocorre devido ao tipo de combustivel ou oxidante utilizado
(SKOOG; WEST; HOLLER; CROUCH, 2006).
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Figura 3. Estrutura da chama em combustivel na espectrometria de absorgcéao atémica

Oxido Nitroso /
Acetileno

Ar / Acetileno

Fonte: http://www.ufjf.br/quimica/files/2016/08/ESPECTROMETRIA-DE-EMISS%C3%830-
AT%C3%94MICA-e-ABSOR%C3%87%C3%830-AT%C3%94MICA-2017.pdf

1.5.2.5. Atomizadores de Chama

O atomizador € fundamental, pois neste dispositivo serdo gerados os atomos
gasosos no estado fundamental, que absorverao a radiagdo de comprimento de onda
caracteristico proveniente da fonte de radiagdo, e, consequentemente, a
determinacéo da concentracdo do elemento de interesse.

O nebulizador pneumatico, atuando pela agéo de fluxo de gas comprimido, aspira
solugdo da amostra do seu recipiente e esta é nebulizada na forma de aerossol
(goticulas dispersas em gas) em uma camara de nebulizagdo, onde a amostra é
introduzida na chama, e uma parte € descartada. A dessolvatagao ocorre com a
evaporagado do solvente das goticulas na chama, produzindo um aerossol seco
(suspensao de particulas soélidas ou fundidas soluto). Em FAAS, a atomizacgéo, isto €&,
a conversao da espécie volatilizada em atomos livres, devera ser a maior possivel
para a obtengao do maximo sinal.

A funcéo primordial do nebulizador é formar um aerossol da solu¢gédo aquosa que
se deseja analisar, pois esse aerossol é constituido por pequenas goticulas que
entram na camara de nebulizagdo, e chegam ao queimador arrastado pelos gases
combustivel e oxidante. A Figura 4 mostra um esquema de um espectrdmetro de

absorg¢ao atbmica com chama e seus principais componentes.
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Figura 4. Esquema de Espectrémetro de Absorgdo Atdbmica com chama
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Fonte: https://pt.slideshare.net/silvanaboacinafreitas/absorcao-versus-emissao

1.6. VALIDACAO

A qualidade das medicdes em analises quimicas quantitativas tem sido cada vez
mais exigida, principalmente quando se trata de vacinas e medicamentos, que tém
suas matrizes complexas, o que reflete em diferenga nas analises laboratoriais, sendo
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que sejam simples, eficazes e
de baixo custo. O controle de qualidade de produtos farmacéuticos reune um conjunto
de medidas que sao destinadas a testar e verificar a qualidade de cada lote de vacina,
a fim de que obedegam as normas de atividade de pureza e eficacia. Os estudos para
a validacédo de método é parte essencial de BPF, garantindo o cumprimento dos pré-
requisitos, sendo todo o processo conduzido por protocolos pré-definidos e
aprovados. De acordo com a 9° Edi¢cao da farmacopeia europeia (2017), antes do
uso inicial do procedimento de determinagao de contaminantes, deve-se assegurar
que a preparacao da amostra e o método de determinacdo para o elemento de
interesse sejam apropriados, com isso faz-se necessario que aja um plano de
desenvolvimento para o processo de validagao (European Pharmacopeian, 2017). De
maneira geral, resume-se em um planejamento de todas as atividades a serem
desenvolvidas com objetivos, prazos e responsabilidade bem definidos (RDC 17/2010;
RDC 166 da ANVISA, BRASIL, 2017).
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A Quadro 2 relaciona alguns orgaos ou comités reguladores nacionais e

internacionais, com seus respectivos guias de validagéo.

Quadro 2 — Documentos de validagao de 6rgaos nacionais e internacionais

Publicacédo Documento Publicagéao
CODEX Guidelines on Good Laboratory x5 40.1993 2003
Practice in Residue Analysis
o . . RDC N° 166 de
ANVISA Validagdo de Métodos Analiticos 24/07/2017 2017
INMETRO Orientagbes sobre Validagdo de = DOQ-CGCRE-008 2020

Métodos Analiticos

Revisao 09

Fonte: (CODEX, 2003; ANVISA, 2017; INMETRO 2020)

As definicbes de validagdo, o grupo que € aplicavel e os parametros que séo

preconizados por cada um desses 6rgaos estao na Quadro 3.

Quadro 3 — Defini¢des, aplicacdo e pardmetros de validagdo de alguns dos principais 6rgéos

(nacionais).
Publicagido Definigdo Aplicagédo Parametros de Validagao
Seletividade
Avaliagao sistematica de um Linearidade
método por meio de ensaios Insumos Efeito Matriz
experimentais de modo a farmacéuticos, Faixa de Trabalho
ANVISA confirmar e fornecer evidéncias | medicamentos e | Precisao
objetivas de que os requisitos produtos Exatidao
especificos para seu uso biolégicos LOD
pretendido sdo atendidos LOQ
Robustez
Seletividade
Fornecimento de evidéncia Laboratérios Lln'earldade
_— . ; Faixa de Trabalho
objetiva de que um dado item acreditados ou O
) o . Faixa linear de trabalho
satisfaz requisitos postulantes a o
- o~ Sensibilidade
especificados, como, por acreditacao e
, = > LOD
INMETRO | exemplo, a confirmagao de que | aos avaliadores LOQ
as propriedades relativas ao e especialistas R ~
hp . ecuperacao
desempenho ou aos requisitos na area de g I
o o . Precisao (repetibilidade,
legais sao satisfeitas por um laboratérios de P e
. o ; precisdo intermediaria e
sistema de medicao ensaios o
reprodutibilidade)
Robustez*

Fonte: (BRASIL, 2017; INMETRO, 2020)
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1.6.1. Seletividade/Espeficidade

De acordo com a definicdo do documento guia do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO), seletividade é uma caracteristica do método a
fim de garantir que n&o haja interferentes que possam ser identificados e/ou
quantificados juntos com o analito de interesse. Para a avaliagdo da seletividade, de
acordo com o encontrado na literatura, os ensaios devem ser com o material de
referéncia certificado, incluindo amostras com e sem o analito e a avaliagao de quanto
0 método € capaz de identificar o analito de interesse na presencga de interferentes,
tais como, impurezas, produtos de degradacéo e componentes da matriz (BRASIL,
2017; INMETRO, 2020).

1.6.2. Efeito Matriz

Efeito matriz € definido como a influéncia de uma ou mais substancias vindas da
amostra que interferem na concentracado do analito de interesse, podendo levar a um
aumento ou diminuicdo da resposta quando comparado com a resposta produzida
pelo analito em solvente (INMETRO, 2020).

1.6.3. Linearidade

E a capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentragdo de um analito em uma amostra, ou seja, em um intervalo de
concentragéo estabelecida (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2017).

O INMETRO recomenda para avaliagao da linearidade tenha no minimo 5 niveis
obtidos pela curva analitica, com no minimo triplicatas de cada nivel (INMETRO,
2020).

De acordo com Souza; Junqueira (2005) sugere que para analise da linearidade deve
ser realizada através dos seguintes testes estatisticos, critérios para aceitagdo dos

resultados dos testes:

¢ Normalidade dos residuos — Teste de Ryan — Joiner
e Homogeneidade dos residuos — Teste de Brown — Forsythe

e Autocorrelacao dos residuos — Teste de Durbin — Watson
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E a equacgao 1 da reta deve relacionar duas variaveis indicadas na equagao a seguir.

Y=bx +a Equacao 1

Onde:

Y = valor da variavel dependente (absorvancia);

x = Valor da variavel independente (concentragao);

b = declividade da reta ou coeficiente angular;

a = representa o intercepto da reta ou coeficiente linear.

1.6.4.

Precisao

E a proximidade das medicdes obtidas por repetidas afericdes de mudltiplas

aliquotas de uma unica fonte de matriz. Geralmente, deve ser investigada entre série

de replicatas genuinas obtidas de uma amostra homogénea, e determinada para

circunstancias especificas, onde pode ser considerada em trés niveis: repetibilidade,

precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

a)

A repetibilidade expressa a concordancia entre resultados dentro de um curto
periodo de tempo com 0 mesmo analista e a mesma instrumentacdo. Consiste,
em no minimo, 9 determinagdes, que estejam dentro da faixa do método, ou
seja, 3 concentragdes baixas, médias e altas, com 3 replicatas cada ou, no
minimo de 6 determinag¢des a 100% da concentragao do teste (BRASIL, 2017;
INMETRO 2020).

A precisao intermediaria de um meétodo analitico pode ser expressa como a
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, entretanto com uma
variagao, resultados obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes (ICH,
2005)

Reprodutibilidade: Ocorre com resultados de laboratérios diferentes como se
fosse um estudo colaborativo, geralmente sdo aplicados a padronizagao de
metodologia analitica, como por exemplo para a inclusdo em farmacopeias
(ICH, 2005).

Usualmente a precisao € expressa pela variancia, desvio padrdo ou o coeficiente de

variacdo de uma série de medic¢des (ICH, 2005).
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1.6.5. Limite de Deteccao e Quantificagcao

Considera-se o limite de deteccdo a menor concentracdo em que o analito pode
ser detectado, entretanto o limite de quantificagao esta diretamente relacionado com
a mais baixa concentragdo que o analito podera ser quantificado com aceitaveis

exatidao e precisédo.

1.6.6. Robustez

Uma medida de um procedimento analitico de ndo ser afetado por variagdes
pequenas, mas deliberadas nos parametros do método e fornece uma indicagao de
sua confiabilidade durante o uso normal (ICH, 2005). A robustez € um procedimento
opcional, normalmente realizado previamente a validacdo do método, na etapa de
otimizagdo (INMETRO, 2020).
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2. OBJETIVOS

Propor um método de analise para a determinacao de Fe, Pb, Ni e As que sao
preconizados nas farmacopeias, como impurezas, para insumos farmacéuticos:
gelatina, glutamato de sédio e sorbitol da vacina de febre amarela, a fim de suprir a
demanda de analises de contaminantes por teste mais rapidos, mais eficazes em seus

resultados.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar, escolher e otimizar a melhor metodologia de preparo para
analise de impurezas em insumos farmacéuticos: gelatina, glutamato de
sédio e sorbitol;

» Determinar os teores de impurezas em insumos: gelatina, glutamato de

sodio e sorbitol da vacina de febre amarela;
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Os materiais utilizados para o desenvolvimento do estudo apresentaram-se em

perfeito estado de uso, com suas qualificacbes e verificacbes diarias dentro do

estabelecido por norma. Os padrbées dos elementos Fe, Pb, Ni e As de interesse de

analise foram utilizados levando-se em consideragao o fornecedor e validade. Como

a técnica € mono elementar, utilizou-se os padrdées conforme os elementos

analisados, que para os insumos escolhidos, a farmacopeia preconiza analise desses

contaminantes. O Quadro 4 resume as informacgoes.

Quadro 4. Informagdes de Padrdes e Equipamentos utilizados na analise de contaminantes inorganicos

em vacinas contra febre amarela.

PADROES UTILIZADOS

PADRAO FERRO CHUMBO NIQUEL ARSENIO

FORNECEDOR MERCK MERCK MERCK MERCK
LOTE FORNECEDOR | HC73093126 HC73335972 HC74848536 HC712849
VALIDADE 30/06/2020 31/07/2021 31/12/2020 28/02/2022

EQUIPAMENTOS UTILIZADOS
BALANGCA ANALITICA ‘ METTLER TOLEDO | TAG WI233 | VAL.: MARGO/20

ESPECTROMETRO DE ABSORGAO ATOMICA Analytik Jena NovAA 300

Fonte: (Proprio Autor)

3.1.1. Condi¢des analiticas do espectrofotdmetro de absor¢ao atbmica

Foram observados inicialmente as condi¢gdes sugeridas pelo equipamento, e

posteriormente foram feitas as adaptagdes necessarias para cada elemento de acordo

com as especificacoes

3.2.  Amostras

As amostras que foram analisadas s&o os insumos utilizados para producao da

VFA. Foram eles gelatina, glutamato de sédio e sorbitol.
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3.3. Elementos avaliados

Neste estudo, foram analisados os elementos Chumbo (Pb), Ferro (Fe), Niquel
(Ni), e Arsénio (As), que s&o tratados como contaminantes para os insumos e

matérias-primas.

3.4. Amostragem

A amostragem foi baseada na International Organization for Standardization (1SO)
2859, para os materiais que sao recebidos em Bio-Manguinhos, por intermédio do

almoxarifado.

3.5. Lavagem de Materiais

A Secdo de Preparo de Materiais (SEPRM) do Departamento de Controle de
Qualidade (DEQUA) é responsavel pelo processo de lavagem dos materiais utilizados
pelas Unidades Operacionais (UOs). Existe, portanto, um formulario padrdo, onde
todas as UOs devem fazer o pedido de tratamento de material, através deste
formulario devidamente preenchido e entregue juntamente com o material a ser lavado
(PBP1317_002MAN).

Ao dar inicio no procedimento de lavagem, a SEPRM utiliza sabao neutro Extran
2,0% por dentro e por fora do material, quando aplicavel. Esta solugao é preparada
no inicio da jornada de trabalho e descartado ao final. Posteriormente, o material
contendo o sabao neutro € enxaguado com agua ultrapura (PW) até que todo excesso
de sabado neutro do material seja retirado, e apds lavagem com agua corrente
purificada quente (WFI). Apds, os materiais sdo levados para secagem em forno, a
temperatura de 50°C a 60°C, por aproximadamente 1 hora ou até certificar-se que os
materiais estejam totalmente secos. Toda vidraria e todo material utilizado, durante os
testes, foram imersos durante 24 horas em &cido nitrico a 10%; posteriormente, o
material foi enxaguado exaustivamente, com PW. Apds o processo de lavagem, o

material foi levado para secar em estufa (Documento interno PBP1317_002MAN).
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3.6. Preparo das Solugdes

O preparo das solucdes teste e padrao foi realizado no momento da analise,
portanto, isso nos garantiu estabilidade das solugdes.

O preparo dos padrdes de Fe, Pb, Ni e As foi realizado partindo-se de uma solugao
de concentragdo conhecida (1000 mgL™"), a fim de que, fosse preparado uma nova
solugéo intermediaria de concentragao (100 mgL™"). Para a realizagdo dos testes, a
solugao intermediaria preparada também no momento do teste sera a solugdo onde
ocorrera a diluicdo dos padrbes para concentragbes mais baixas. Todos os padroes
sao dos elementos individuais e foram obedecidas as orientacdes criteriosamente do
fornecedor MERCK.

Para a diluicdo dos padrées, utilizou-se a férmula de dilui¢ado (C1V1=C2V2, equagao
2).

Onde, C1e V1, sdo respectivamente concentragao inicial e volume a ser tomado
desta solugéo, ou seja, solugao intermediaria. E C2 e V2, que é a concentragéo e o
volume a que se quer chegar. O Quadro 5 resume de forma clara os materiais

volumétricos utilizados, identificagao e prazo de validade de cada padréo.

Quadro 5. Preparo dos padrdes utilizados na analise de contaminantes inorganicos em vacinas contra
febre amarela em F AAS.

Equipamento Identificagido Validade Elemento
Pipet?(;/&')uﬂét“ca TAG V0231 Janeiro de 2020
Baldo g’oo'r‘;'[‘ét”co TAG V3427 Janeiro de 2020 Arsénio (As)
Balao volumétrico TAG V4327 Janeiro de 2020 Chumbo (Pb)
Balao Volumerico TAG V7026 Janeiro de 2020 Ferro (Fe)
Balao g{)o'#][‘ét”co TAG V1027 Janeiro de 2020 Niquel (Ni)

Fonte: (Proprio autor)

3.7. Preparo das Amostras

Pesou-se, em torno de 3,0 g de amostra, que sofreram digestdo com acido nitrico
concentrado (5 mL), e posteriormente completou-se seu volume com agua Milli-Q®

para um volume final de 50 mL. A digestdo acida é realizada para que durante o
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processo ocorra a dissociagdo dos ions, pois estes na forma ionizada facilitam a
identificacdo dos elementos através da energia liberada. A digestao foi realizada em
chapa de aquecimento a temperatura de 250°C, pois o laboratdrio ndo possui forno
de micro-ondas. O Quadro 4 a seguir mostra nove massas de cada produto, a partir
delas serdo feitas as leituras e diluigdes necessarias para o procedimento no

equipamento.

Quadro 6. Preparo das amostras utilizados na analise de contaminantes inorgénicos em vacinas contra

febre amarela em F AAS.

Amostra | Massa | TAG BV 50 mL | Amostra Massa TAG::/ >0 Amostra | Massa TAG:SI >0
3,0011 V2714 3,0015 V2714 3,001 V2724
3,0009 V2299 3,0011 V2299 3,0008 V2249
3,0024 V2664 3,0036 V2664 3,0014 V2634
@ 3,0034 V2735 o 3,0015 V2735 g 3,0024 V2435
S 3,0034 V2305 o 3,0013 V2305 3 3,0004 V2605
= 3,0035 V2701 2 3,0017 V2701 g-’r 3,0015 V2501
3,0023 V2720 3,0014 V2720 3,0003 V2620
3,0022 V2712 3,0036 V2712 3,0002 V2812
3,0021 V2703 3,0013 V2703 3,0020 V2903
Acido Nitrico MERCK Lote |K47834856 Validade 30/04/2020

Fonte: (Proprio autor)

3.8. Procedimento de Analise

Para a analise da determinacdo da concentracdo dos diferentes metais, nos
insumos, as amostras selecionadas foram submetidas a um ataque acido com o
objetivo de que ocorra a digestdo da matéria organica e dissociagdo dos metais
presentes nas amostras, para que possam ser quantificados pelo equipamento.
Posteriormente, ocorre a solubilizagdo com agua até o volume final 50 mL.

Apos todas as solugbes padrdées e as amostras prontas, foi selecionado no
equipamento a lampada do elemento de interesse para dar-se inicio as analises.
Concluida essa fase, procedeu-se a leitura do branco, e em seguida a calibracéo
fazendo a leitura dos padrdes correspondentes ao elemento em analise. Na etapa de
calibracdo, onde foi realizada a curva analitica, aproveitou-se para avaliar a
linearidade, uma das etapas da validacao, onde é necessario a realizagao de 3 curvas
analiticas com no minimo 7 pontos de concentracgao.

Observou-se, portanto, que os valores da reta e o coeficiente de correlagéo
estavam coerentes, prosseguiu-se para a leitura do material certificado, atentando-se
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para o limite de quantificagdo (LOQ), e o padrédo de controle. Como todos os
resultados foram satisfatorios, prosseguiu-se a analise das amostras uma a uma
manualmente no equipamento, que posteriormente apresentou a concentracao do
elemento em analise para cada amostra de matriz, calculados em funcao do peso de
cada amostra.

Na solucdo amostra a leitura foi efetuada na diluigdo de maneira tal que a
concentragao esteja dentro da faixa de trabalho estabelecida nos 7 pontos da curva
de calibragdo. Apenas se efetua uma diluicdo sucessiva se amostra possuir uma
concentragdo alta do elemento de interesse, para este estudo, os valores foram dados

em ppm ou mgL-".

3.9. Validacao

A validagéao intralaboratorial foi realizada seguindo as orientagbes descritas no
POP do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) n°
65.3120.126 (INCQS/FIOCRUZ, 2015). O procedimento segue recomendacdes do
documento DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2018), da RDC n° 166/2017, e dos
trabalhos publicados por Thompson, Ellison e Wood (2002), Horwitz (2006) e Souza
(2007). Foram verificados os parametros linearidade, seletividade / especificidade,

limites de deteccao e quantificacao, repetibilidade, precisao intermediaria e robustez.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validacdo do Método Analitico para Impurezas Farmacéuticas

Os resultados da validacao foram avaliados com base nos critérios de aceitacao
definidos pela resolugao RDC 166 de 2017.

4.2. Linearidade

Foi realizado um estudo sobre o parametro da linearidade, a fim de que se pudesse
comprovar que a técnica analitica escolhida para o desenvolvimento dos ensaios
limites, fosse suficientemente capaz de quantificar a faixa minima de concentracéo do
elemento de interesse. O estudo realizado foi composto pela preparagao de uma curva
analitica com 7 pontos, procurando sempre englobar o limite da concentracdo do

elemento de interesse. Assim, a faixa de trabalho escolhida para todos os elementos
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que serdo analisados variou de 0,0 mgL™" até 10 mgL-'. Foi analisado em triplicata,
todos os pontos que compdem a curva analitica. O Quadro 5 apresenta os resultados
das absorbancias em relacéo as concentragdes na avaliacdo da linearidade do Ferro.

De acordo com o estudo de MOLIN (2010), a avaliagdo da faixa linear deve ser
realizada segundo o Guia de Orientagdo Sobre Validagdo de Métodos de Ensaios
Quimicos, elaborado pelo Instituo Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia,
conforme feito neste estudo (INMETRO, 2020). A tabela 3 apresenta as
concentracdes, em ftriplicata, que foram utilizadas no teste da linearidade do ferro, em
conformidade com o Figura 5 que mostra o grafico de linearidade encontrado pelo

equipamento.

Tabela 3. Concentragoes utilizadas no Estudo da Linearidade em mgL-" de ferro.

Curva Analitica

Nivel (K) i | Ximg/L Yi mg/L
1 0 -0,0002

1 2 0 0,0013
3 0 0,0001

4 2 0,0648

2 5 2 0,0647
6 2 0,0646

7 3 0,0973

3 8 3 0,0972
9 3 0,0972

10 4 0,1309

4 11 4 0,1309
12 4 0,1308

13 6 0,1916

5 14 6 0,1918
15 6 0,1915

16 8 0,2564

6 17 8 0,2563
18 8 0,2562

19 10 0,3207

7 20 10 0,3209
21 10 0,3207

A Figura 5 mostra o grafico de linearidade do equipamento para a determinagao

de ferro. Observa-se que na curva analitica, existe uma proximidade nas trés medidas
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realizadas em cada ponto, como consequéncia, possibilitou obter o coeficiente de

determinagdo R? 0,9999.

Figura 5. Grafico da linearidade do equipamento para a determinagéo de ferro.
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A Tabela 4 apresenta as absorbancias em relacdo as concentracbes em

triplicatas do chumbo e a Figura 6 mostra o seu gréfico.

Tabela 4. Concentragdes utilizadas no Estudo da Linearidade em mgL-' chumbo.

Curva Analitica
Nivel (K) | i | Ximg/L | YimgL?
1 0 -0,0001
1 2 0 0
3 0 0
4 2 0,1219
2 5 2 0,1222
6 2 0,1233
7 3 0,187
3 8 3 0,188
9 3 0,187
10 4 0,24
4 11 4 0,237
12 4 0,241
13 6 0,342
5 14 6 0,348
15 6 0,348
16 8 0,456
6 17 8 0,455
18 8 0,452
19 10 0,575
7 20 10 0,574
21 10 0,573
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Figura 6. Grafico da linearidade do equipamento para a determinagédo de chumbo.

¥ = 0,0585x + 0,0085
R*=0,999
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De acordo com MOLIN (2010) utilizou forno de grafite para realizar analise de
chumbo para determinar as impurezas elementares em nivel de trago, conforme figura
7, entretanto foi mostrado, neste trabalho, a determinagao em nivel de tracgo utilizando-
se FAAS, confirmando assim a nado necessidade de equipamento sofisticado para

determinagdo de chumbo nos insumos para a VFA.

Figura 7. Grafico da linearidade para a determinagao de chumbo (MOLIN, 2010).
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A Tabela 5 apresenta os 7 pontos de concentracéo utilizados para avaliagdo da
linearidade do Ni e a Figura 8 apresenta as concentracbes usadas com suas

respectivas respostas, em absorbancia, e a Figura 9 mostra o seu grafico.
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Tabela 5. Concentragdes utilizadas no estudo da linearidade em mgL-" niquel.

Curva Analitica
Nivel (K) | i | Ximg/L | YimgL?
1 0 -0,0023
1 2 0 0
3 0 -0,0003
4 2 0,052
2 5 2 0,0511
6 2 0,0508
7 3 0,079
3 8 3 0,0791
9 3 0,0791
10 4 0,1133
4 11 4 0,113
12 4 0,1139
13 6 0,163
5 14 6 0,1636
15 6 0,1631
16 8 0,2209
6 17 8 0,2208
18 8 0,2209
19 10 0,2709
7 20 10 0,2701
21 10 0,2706

Figura 8. Grafico da linearidade do equipamento para a determinagéo de niquel.
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A Figura 9 apresenta a curva de calibragao para o teste de linearidade do niquel

mostrando a possibilidade de usar um sistema analitico menos sensivel para

determinagcdo, em nivel de tragco, do elemento niquel. Contudo, MOLIN (2010)

determinou este mesmo elemento usando forno de grafite e obteve um R? 0,996,
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conforme observado na Figura 9, menor quando comparado com obtido neste trabalho
de 0,999.
Figura 9. Grafico da linearidade do para determinagao de niquel (MOLIN, 2010).
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O Tabela 6 apresenta as concentracdes para o teste de linearidade do arsénio,
podendo observar uma grande variagdo entre as medidas de absorbéncia para a
técnica de chama. Isto, € comprovado com a Figura 10 que mostra a dispersédo das

leituras para os pontos em estudo.
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Tabela 6. Concentrac¢des utilizadas no estudo da linearidade em mgL-" arsénio.

Curva Analitica

Nivel (K) i | Ximg/L | YimgL?
1 0 -0,0026
1 2 0 -0,0013
3 0 -0,0013

4 2 0,0183

2 5 2 0,0175
6 2 0,0211

7 3 0,0265

3 8 3 0,0279
9 3 0,0301

10 4 0,038

4 11 4 0,0365
12 4 0,0386

13 6 0,0541

5 14 6 0,0501
15 6 0,0519

16 8 0,069

6 17 8 0,0602
18 8 0,0613

19 10 0,0885

7 20 10 0,0797
21 10 0,0764

Figura 10. Grafico da linearidade do equipamento para a determinagéo de arsénio
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Observou-se que comparando os resultados do trabalho de MOLIN (2010), que
utilizou forno de grafite para determinar arsénio e este estudo que usou FAAS, que o
resultado do coeficiente de determinagao 0,9806 foi menor que o obtido por DAL

MOLIN, que foi de 0,999, conforme apresentado na Figura 11. Percebe-se, entéo,
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para medidas mais precisas para determinacao de arsénio, deve-se utilizar o forno de
grafite.

Figura 11. Grafico da linearidade do para determinacéo de As ( MOLIN, 2010).

16

y=0,1582x + 0,034 &
14 - R2=10,999 L
W
@ 1.2 *
®
‘gi 1,0 -
E
o 087
Q
G 06 -
£
g 04 -
<
02 =
0,0 : . : . ) ;
0 2 4 6 8 10 12 14

Massade As (ng)

Tendo em vista que os elementos analisados apresentaram suas especificacbes
com limites bem baixos, em conformidade com as farmacopeias. Foram avaliadas as
premissas de linearidade destas curvas como normalidade, homocedasticidade e
autocorrelacado na relagao concentragao versus absorbancia para os elementos Pb,
Fe, Ni e As. Os Quadros 7, 8, 9 e 10, contemplam as informacdes do que foi levado
em consideracio para a avaliagao da linearidade.



Quadro 7. Avaliacao da linearidade do elemento chumbo

Normalidade dos Residuos Sorbitol Gelatina S?')Idui:;*
(Teste de Ryan-Joiner) Chumbo (Solvente)
Req 0,97 0,97 0,95
Rerit (o = 0,05) 0,95 0,95 0,95
Autocorrelagido dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)
d (calculado) 0,95 0,98 0,96
dL (Limite Inferior) o. = 0,05 1,16 1,16 1,16
dU (Limite Superior) a. = 0,05 1,39 1,39 1,39
Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)
Variancia Combinada 1,09E-05 | 1,16 E-05 | 2,10 E-05
t. calculado 1,06 E+00 | 1,46 E-01 | 1,06 E +00
trabelado (0 = 0,05) 2,12 E+00 (2,12 E +00| 2,12 E +00
p 3,07E-01| 4,10 E-01 | 3,05 E-01
RESUMO DA AVALIACAO
Homogeneidade de variancia
Ha Homocedasticidade
Regresséao e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001
Nao ha desvio de linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
nao ha autocorrelagao d>dU
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a normal Req > Rcrit
fonte G.L. SQ MQ F P
Glut. Sédio* Regressao 1 7,51E-01 7,51E-01 | 1,67E+04 1,39E-05
Ajuste 6,85E-04 1,71E-04 | 5,93E+01 8,34E-08
fonte G.L. SQ MQ F P
Gelatina Regressao 1 7,81E-01 7,81E-01 | 2,20E+04 1,53E-06
Ajuste 5,49E-04 1,37E-04 | 8,55E+01 1,03E-08
fonte G.L. SQ MQ F p
Sorbitol Regressdo 1 6,76E-01 6,76E-01 | 2,35E+04 8,88E-07
Ajuste 4 4,24E-04 1,06E-04 | 3,60E+01 1,36E-06

G.L — Graus de Liberdade; SQ — Soma dos Quad; MQ — Quadrado médio

p — Valor; glutamato de sédio.

; F — Estatistica F;
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Pode-se observar que para o teste de Chumbo no solvente, nota-se que a

regressao foi significativa, ndo houve, desvio de linearidade e nem ha autocorrelagao.



Quadro 8. Avaliagao da linearidade do elemento ferro.

Normalidade dos Residuos

Sorbitol | Gelatina ‘ Glut. Sédio*

(Teste de Ryan-Joiner)

Ferro (Solvente)

Req 0,95 0,95 0,96
Rcrit (o = 0,05) 0,95 0,95 0,95
Autocorrelagido dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)
d (calculado) 1,46 1,41 1,46
dL (Limite Inferior) o. = 0,05 1,16 1,16 1,16
dU (Limite Superior) a. = 0,05 1,39 1,39 1,39

Homogeneidade da Variancia dos Residuos

(Teste de Brown-Forsythe)

Variancia Combinada

235E-07 |467E-07 | 2,34 E-06

fL calculado 1,64 E +00 | 1,67 E +00 | (-4,34 E -01)
{tabelado ((X = 0,05) 2,12 E+00|2,12 E +00 2,12 E +00
p 1,20E-01 | 1,15 E -01 6,70 E-01

RESUMO DA AVALIACAO

Homogeneidade de variancia

Ha Homocedasticidade

Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade

A regressao é significativa

p < 0,001

Nao ha desvio de linearidade

p <0,05

Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)

nao ha autocorrelagao

d>dU

Teste de Normalidade (a = 0,05)

Segue a distribuigdo normal

Req > Rcrit

ANOVA da Regresséao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

Glut fonte G.L. SQ mQ F P
Sc')c'IJi(;* Regressao 1 2,22E-01 | 2,22E-01 | 3,63E+04 2,79E-08
Ajuste 4 9,46E-05 2,36E-05 8,39+01 1,15E-08

fonte G.L. SQ mMQ F P
Gelatina Regressao 1 2,15E-01 | 2,15E-01 | 1,80 E-05 7,70E-04
Ajuste 4 1,78 E-05 | 4,44 E-06 | 4,07 E+01 6,92 E-07

fonte G.L. SQ mMQ F p
Sorbitol Regressdo | 1 2,15E-01 | 2,15E-01 | 2,87E+05 1,85E-05
Ajuste 4 1,07E-05 | 2,68E-06 | 2,53E+01 9,04E-06

G.L — Graus de Liberdade; SQ — Soma dos Quad; MQ — Quadrado médio; F — Estatistica F;

p — Valor; glutamato de sédio.
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Quadro 9. Avaliagao da linearidade do elemento niquel

Normalidade dos Residuos

Sorbitol ‘ Gelatina ‘

Glut. Sédio*

(Teste de Ryan-Joiner)

Niquel (Solvente)

Req 0,97 0,98 0,95
Rerit (o = 0,05) 0,95 0,95 0,95
Autocorrelagao dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)
d (calculado) 1,07 1,07 0,92
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,16 1,16 1,16
dU (Limite Superior) o. = 0,05 1,39 1,39 1,39
Homogeneidade da Variancia dos
Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)
Variancia Combinada 2,21E-06 |2,14E_06 3,20E-06
t. calculado 1,35E+00 | 1,55E+00 6,45E-01
ttabelado (00 = 0,05) 2,12 E +00 2::020E 2,12E+00
p 1,95E-01 |1,40E_01 5,28E-01

RESUMO DA AVALIACAO

Homogeneidade de variancia

Ha Homocedasticidade

Regresséao e Teste de Desvio de Linearidade

A regressao ¢ significativa

p < 0,001

Nao ha desvio de linearidade

p <0,05

Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)

nao ha autocorrelagao ‘

d>dU

Teste de Normalidade (a = 0,05)

Segue a normal ‘

Req > Rcrit

ANOVA da Regresséao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

Glut fonte G.L. SQ MQ F p
Sédio.* Regressao | 1 | 1,56E-01 | 1,56E-01 | 2,24E+04 1,32E-06
Ajuste 1,10E-04 | 2,76E-05 | 4,76E+02 4,21E-13
fonte G.L. SQ MQ F p
Gelatina | Regressdo | 1 | 1,56E-01 | 1,56E-01 |2,25E+04 1,28E-06
Ajuste 1,10E-04 | 2,75E-05 |2,77E+02 1,06E-11
fonte G.L. SQ MQ F p
Sorbitol | Regressdo | 1 | 1,57E-01 | 1,57E-01 |1,95E+04 3,94E-06
Ajuste 4 | 1,24E-04 | 3,10E-05 |7,91E+01 1,62E-08

G.L — Graus de Liberdade; SQ — Soma dos Quad; MQ — Quadrado médio; F — Estatistica F;

p — Valor; glutamato de sédio.
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Quadro 10. Avaliagcao da linearidade do elemento arsénio

p

Normalidade dos Residuos Sorbitol Gelatina | Glut. Sédio*
(Teste de Ryan-Joiner) Arsénio
Req 0,98 0,66 0,87
Recrit (o. = 0,05) 0,95 0,95 0,95
Autocorrelagdo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)
d (calculado) 1,39 2,18 0,72
dL (Limite Inferior) o. = 0,05 1,16 1,16 1,16
dU (Limite Superior) o. = 0,05 1,39 1,39 1,39
Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)
Variancia Combinada 3,70E-06 1,22E-03 5,63E-03
t. calculado (-1,31E+00) |1,14E+00 (-1,27E+00)
ttabelado (o0 = 0,05) 2,12 E +00 2,-:()ZOE 2,12E+00
2,10E-01 2,69E-01 2,22E-01

RESUMO DA AVALIAGCAO

Homogeneidade de variancia

Ha Homocedasticidade

Regresséao e Teste de Desvio de Linearidade

A regresséao nao é
significativa

p <0,001

Ha desvio de linearidade

p < 0,05

Autocorrelacédo dos Residuos (a = 0,05)

Ha autocorrelagao dL<d <dU
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Nao segue a normal Req > Rcrit

ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

fonte G.L. SQ MQ F p
Glut. Sédio* | Regressdo 1 |5,11E-03 5,11E-03 6,42E-01 4,35E-01
Ajuste 7,88E-02 1,97E-02 4,86E+00 4,21E-13

fonte G.L. SQ MQ F p
Gelatina Regressao 1 | 6,94E-03 6,94E-03 4,98E+00 4,04E-02
Ajuste 4 | 6,16E-03 1,54E-03 1,14E+00 3,82E-01

fonte G.L. SQ MQ F p
Sorbitol Regressao 1 | 1,34E-02 1,34E-02 8,65E+02 2,35E-15
Ajuste 4 |9,91E-05 2,48E-05 1,99E+00 1,60E-01

G.L — Graus de Liberdade; SQ — Soma dos Quad; MQ — Quadrado médio; F — Estatistica F;

p — Valor; glutamato de sédio.
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Para o teste de arsénio, observou-se que apresenta um desvio de linearidade,

nao seguindo assim a normalidade. Ha autocorrelagdo, e que ndo apresenta

significativa regressao linear.
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4.3. Curva analitica usada para determinacao dos teores dos elementos Fe, Pb, Ni
e As

Para a determinacéo dos teores dos elementos Fe, Pb, Ni e As foram utilizados
somente seis pontos de concentracdo, conforme mostrado no Quadro 11, onde as

absorbancias sao apresentadas em relacido as concentragcdes dos elementos.

Quadro 11. Concentragodes utilizadas para determinagao dos teores dos elementos Fe, Pb, Ni e As em

mgL-".

Pontos Fe 0 1 2 3 4 5
mglL? 0 2 4 6 8 10
Abs 0,0001 0,0647 0,1303 0,1917 0,2563 0,3207

Pontos Pb 0 1 2 3 4 5
mglL? 0 2 4 6 8 10
Abs 0 0,1208 0,2404 0,342 0,4559 0,5754

Pontos Ni 0 1 2 3 4 5
mglL? 0 2 4 6 8 10
Abs 0 0,0520 0,1133 0,1630 0,2209 0,2709

Pontos As 0 1 2 3 4 5
mglL? 0 2 4 6 8 10
Abs 0 0,0183 0,0380 0,0541 0,0690 0,0885

4.4. Seletividade/Especificidade

O procedimento na amostra (insumos) foi o tratamento com acido nitrico
concentrado, que eliminou totalmente quaisquer vestigios da matriz e, portanto,
quaisquer interferentes provenientes da matriz. Mediante ao exposto, o estudo de

efeito matriz ndo se aplica neste caso. Para determinagao de cada elemento usou-se
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ldampada especifica de leitura da absorgéo, referente a caracteristica quimica de cada

elemento. A FAAS é uma técnica analitica especifica por si so.

4.5. Limite De Detecgao E Limite De Quantificagao

Os limites de deteccdo e quantificagao foram determinados usando as leituras
das amostras branco (Solu¢ao Xs) e aplicando as Equacdes 3 e 4 e os resultados
estao apresentadas no Tabela 7:

Xg+3s para LOD Equacéao 3

Xg+10s para LOQ Equacéo 4
Onde:

Xs= Concentragao da amostra branco;
S= Desvio padréao das concentragbes da amostra branco.

Os limites de deteccao e quantificagao estdo descritos no quadro 10.

Tabela 7.Limites de detecgéo e quantificagao de ferro, chumbo e niquel em F AAS

Média e desvio
Elemento padrao de 10 LOD (n=10) mgL-' | LOQ (n=10) mgL""
leituras do branco
Fe 0,0010 *-0,0003 0,235 0,785
Pb 0,0010 *-0,0003 0,217 0,649
Ni 0,0010 *-0,0003 0,238 0,712

Fonte: (Proprio Autor); Limite de Deteccao (LOD); Limite de Quantificagao (LOQ).
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4.6. Precisao

4.6.1. Repetibilidade

A precisao do método, nestes casos, foi obtida através dos resultados das analises
dos padrdes em dez repeti¢cdes genuinas. Estudou-se a repetibilidade, como mostrado
na Tabela 9, usando, sempre, as mesmas condi¢gdes e calculando-se os desvios
padrao (s) das repeticdes, os desvios padrao relativos de repetibilidade experimental
(DPR r.exp.(%) ), os desvios padrao relativos previstos de reprodutibilidade (DPR
R.P.(%)) e de repetibilidade (DPR r.P.(%)) e a razado DPR r.exp.(%)/ DPR r.P.(%).

Tabela 9: Leituras para precisdo realizadas no mesmo dia (repetibilidade)

Ferro mgmL?' Chumbo mgmL"' Niquel mgmL"' Arsénio mgmL"
1 0,2589 1 0,5415 1 0,2241 1 0,02786
2 0,2586 2 0,5414 2 0,2243 2 0,02058
3 0,2587 3 0,5417 3 0,2244 3 0,02295
4 0,2589 4 0,5420 4 0,2246 4 0,02304
5 0,2585 5 0,5412 5 0,2241 5 0,02502
6 0,2587 6 0,5414 6 0,2240 6 0,02294
7 0,2581 7 0,5414 7 0,2243 7 0,02179
8 0,2583 8 0,5413 8 0,2248 8 0,01897
9 0,2585 9 0,5415 9 0,2241 9 0,02455
10 0,2581 10 0,5419 10 0,2240 10 0,02544
Mm=10) 0,25853 0,541530 0,22427 0,023314
S 2,91E-04 2,58E-04 2,67E-04 2,55E-03
DPR ;.cp. (%) 0,11 0,05 0,11 10,95
DPR rp.(%) 19,59 17,55 20,09 22,00
DPR ,.p.(%) 9,80 8,78 10,05 11,00
DR e O0)f 0,01 0,01 0,01 1,00

DPR ,.p. (%)

M, média aritmética; n, numero de réplicas; s, desvio padrdo; DPRiep.exp. (%), desvio padrao relativo
experimental (em condi¢gdes de repetibilidade); DPR rp. (%) desvio padrdo relativo previsto (em
condigbes de reprodutibilidade); DPR ,p. (%) desvio padrdo relativo previsto (em condi¢Ges de
repetibilidade); DPR ,.xy. (%) !/ DPR ,.p.(%) a razdo de Horwitz (para repetibilidade).

Observa-se que para as leituras espectrais para o elemento ferro a
concentragdo média encontrada foi de 0,25853 mgmL-!, com a fragdo de massa de
2,6 x 107. Entao para se calcular a reprodutibilidade previsto DPR rp. (%) utilizou-se
a equacgado de Horwitz 2C%:15%% (HORWITZ, 2006), onde C esta denotado em fragéo
de massa. Calculando-se por etapas:
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1° Etapa - DPR rp.(%)=2 x (2,6 x 1077)-0.1505= 19 509;

Para se calcular DPR ,».(%), divide-se DPR rp. (%) por 2 (Horwitz concluiu que
se poderia deduzir o valor para repetibilidade prevista DPR ..».(%) dividindo-se por dois
o valor da reprodutibilidade prevista DPR r p.(%))
2° Etapa - DPR ,.p.(%)= 1/2 x 19,59= 9,80;

Horwitz também deduziu que a relacdo entre o desvio padrao relativo da
repetibilidade, obtido experimentalmente, e o desvio padrao relativo de repetibilidade
previsto € um valor menor ou igual a dois.
3° Etapa - DPR r.exp.(%) !/ DPR r.P.(%)=(0,11/9,80) = 0,01

Portanto, a relacéo de DPR r.exp.(%) ! DPR r.P.(%) < 2. Com esta relacédo DPR
r.exp.(%) | DPR r.P.(%), obteve-se o resultado de 0,01, que passa no critério de
aceitacdo. O mesmo procedimento de calculo, foi feito para os outros elementos. Para
o As a concentragdo média foi 0,023314 mgmL"' e fragdo de massa de 2,3 x 10° o
valor estipulado para o DPR rp.(%) € 22 %, as etapas seguintes foram realizadas para

o calculo da razao de Horwitz para o elemento As, conforme mostrado na Tabela 9.

4.7. Precisdo Intermediaria

De acordo com os resultados obtidos, a avaliagdo da precisao intermediaria,
conforme mostrado na Tabela 10, foi satisfatéria quanto a RDC 166 da ANVISA,
conforme a tabela.

Tabela 10. Precisao intermediaria.

Ferro Chumbo Niquel Arsénio
(mgmL") (mgmL) (mgmL"') (mgmL)

Datas M(n=3) M(n=3) M(n=3) M(n=3)
09/09/2019 0,2589 0,6233 0,2851 0,2851
10/09/2019 0,2586 0,6231 0,2856 0,2856
11/09/2019 0,2587 0,6233 0,2859 0,2859
12/09/2019 0,2589 0,6232 0,2854 0,2854
13/09/2019 0,2587 0,6236 0,2852 0,2852
14/09/2019 0,2585 0,6235 0,2855 0,2855

M (n=6) 0,2587 0,6263 0,2862 0,2855

s(n=6) 1,60x10+ 1,86x10“ 2,88x10* 2,88x10*
DPR rp.(%) 19,6067 17,1638 19,3108 19,3180
DPR R exp. (%) 0,0618 0,0297 0,1006 0,1009

M, média aritmética; n, nimero de réplicas; s, desvio padrdo; DPRg.ex. (%), desvio padrao relativo
experimental (em condi¢des de reprodutibilidade); DPR rp. (%) desvio padrao relativo previsto (em
condicdes de reprodutibilidade).
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De acordo com o VIM (2012), a precisdo intermediaria refere-se a precisao
avaliada sob condi¢cdes que compreendem o mesmo procedimento de medigao.
Entretanto, no caso da precisdo intermediaria considera-se o desvio padrao relativo
previsto pela equagéo de Horwitz DPR g p.(%) = 2C%1%05 logo o valor para DPR rr.(%)
e igual a 19,6067 para o elemento Fe e calculando-se o valor do desvio padrao relativo
da precisdo intermediaria obtida experimentalmente DPR gey. (%) = (1,60 x 10 x
100/0,2587) = 0,0618.

Comparando-se DPR rexp. (%) ! DPR rp. (%) < 2, 0s valores obtidos estao organizados
na Tabela 11.
Tabela 11. Comparagdo DPR rexp. (%) ! DPR gp..

Fe Pb Ni As
0,031434 0,23427 0,05382 0,05386

CVRexp / CVRP

Valores menores que dois para a raz&o DPR reyp. (%) /! DPR rp., 0s resultados passam

pelo critério de aceitagao.

4.8. Robustez

A avaliacdo da robustez foi realizada por meio de pequenas modificacbes nos
parametros do método, como apresentado na Tabela 12, com o intuito de evitar os
possiveis interferentes de sobreposicao de linha espectral.

Tabela 12. Modificagbes avaliadas na robustez do método de FAAS nas determinagbdes de chumbo,

niquel, ferro e arsénio.

Parametro de Operacao Chumbo Niquel Ferro Arsénio
Modo de leitura Abs Abs Abs Abs
Comprimento de onda (hnm) 283,3 232,0 248,3 193,7
Resolug¢do Espectral (nm) 1,2 0,2 0,2 0,5
Tempo de delay (s) 30 30 30 30
Fluxo de Combustivel 65 65 65 65
Tempo de medida (s) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Composicdo da chama Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Vazao da amostra (ul) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Volume da amostra (ul) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Altura de observac&o (cm) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado

Fonte: (Proprio Autor).
Entretanto, mesmo com o cuidado ao fazer as modifica¢des, alguns elementos

apresentam ao utilizar-se um comprimento de onda alternativo. Sera apresentado na
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Tabela 13 as modificagcdes para cada elemento, e as possiveis interferéncias que

possam existir no momento da leitura.

Tabela 13. Modificagbes alternativas na robustez do método de F AAS nas determinagdes de chumbo,

niquel, ferro e arsénio.

Parametro de Operagao Chumbo Niquel Ferro Arsénio
Modo de leitura Abs Abs Abs Abs
Comprimento de onda (nm) 217,0 216,5 216,7 193,0
Resolug¢do Espectral (nm) 1 0,4 0,4 0,7
Tempo de delay (s) 30 30 30 30
Fluxo de Combustivel 70 70 70 70
Tempo de medida (s) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Composicao da chama Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Vazdo da amostra (ul) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Volume da amostra (ul) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado
Altura de observac&o (cm) Otimizado Otimizado Otimizado Otimizado

Fonte: (Proprio Autor).

Observou-se, portanto, que para o elemento chumbo é possivel a sobreposi¢cao
de linha com os elementos: Cu 216,5 nm, Fe 216,7, Ni 216,6 nm, Sb 217,6 nm, Pt
216,5 nm. Esses interferentes, sao indicados pelo préprio equipamento quando é feito
a alteracao dos parametros iniciais.

Ainda para o elemento chumbo, a fim de evitar essas interferéncias o proprio
equipamento sugere linhas alternativas para a determinacao de Pb que séo: 261,4
nm, e 368,3 nm.

Para as modificacdes feitas no elemento Fe é possivel que ocorra depressdes
de sinal por alguns elementos: Al, Si, Mn, Ni e Co. Essas observagdes também foram
feitas pelo préoprio equipamento ao alternar os parametros. E as linhas possiveis
indicadas foram 252,0 nm e 373,7 nm, onde & possivel a determinacdo sem nenhuma
interferéncia de outros metais. Para os elementos Niquel e Arsénio nao foi observado
possiveis interferentes para as modificacdes realizadas.

Devido as possiveis interferéncias, a robustez foi avaliada por estatistica do
teste t, onde na comparacido das médias, conforme na Tabela 14, onde os resultados
dos padrbes e amostras, ndo houveram diferengas significativas, levando-se em
consideragao as modificagdes realizadas, podendo entio, afirmar que para as poucas
e pequenas alteracdes no método, os resultados ndo foram modificados, com isso o

teste foi considerado robusto.
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Tabela 14. Comparagao das médias do padrdo e amostra em F AAS

Chumbo Niquel Ferro Arsénio
t (calculado parametro original) 1,06 1,35 1,64 -1,31
t (Calculado parametro modificado) 1,06 0,645 0,434 -1,27
t (calculado Padrao) 1,16 1,55 1,67 -1,42
t (Tabelado) a = 0,05 2,12 2,12 2,12 2,12

Fonte: (Proprio Autor)

5. Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que o método proposto apresenta significativa
linearidade, precisao e especificidade. Pois, passaram pelos critérios de aceitagao os
parametros de validacido avaliados na determinacao dos elementos Fe, Ni e Pb nos
insumos glutamato de sddio, gelatina e sorbitol, que compéem a VFA com 5 e 10
doses. Se houver interferentes da matriz estes ndo serdo quantificados, devido a
especificidade do método. O preparo da amostra, a digestdo da amostra com acido
nitrico concentrado, elimina toda parte orgénica, e consequentemente quaisquer
interferentes proveniente da matriz. E o uso de lampadas especificas para dosagem
de cada elemento confere ao método sua especificidade. Conclui-se, portanto, que o
estudo pode ser aplicado para a analise quantitativa de impurezas elementares, em
substituigdo aos meétodos tradicionais (colorimétricos), pois estes apresentam
resultados apenas visuais, ndo sendo possivel expressar em termos quantitativos
cada impureza na amostra.

Nao foi observada diferenga significativa (p >0,05) entre os valores encontrados
para os elementos Fe, Ni, Pb. Devido as variagdes encontradas nos valores de As,
nao pode-se concluir que a técnica é adequada para sua quantificagdo, necessitando
de método analitico de maior sensibilidade.

Como todo método de analise apresenta vantagens e desvantagens, a
espectrometria por chama, n&o seria diferente. Sua principal desvantagem é que, a
analise deve ser feita de cada elemento por vez. Ja sua vantagem, mais marcante é
a confiabilidade nos resultados, de maneira rapida e eficaz. Desta forma, é possivel

contribuir com o controle de qualidade, onde é necessario aprimorar as técnicas
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disponiveis, para que assim possa se garantir a eficacia e seguranga nos resultados.
Assim, a técnica apresentou caracteristicas que possibilitam seu emprego no controle

de qualidade de impurezas inorganicas em insumos farmacéuticos.
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6. PRODUTO TECNOLOGICO

O POP elaborado para a realizacdo das analises de impurezas elementares por
FAAS, sera aplicado diretamente na rotina de trabalho do Laboratoério Fisico-Quimico
(LAFIQ), do Departamento do Controle de Qualidade (DEQUA) otimizando assim o

tempo de analise para os testes de impurezas elementares.
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