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RESUMO

A Portaria n® 174/96 recomenda o uso do fenol como conservante antimicrobiano na
formulagdo de soros hiperimunes para uso humano. O doseamento dessa matéria-prima é
preconizado pelo método farmacopeico de titulacdo iodométrica de Kopperchaar. Essa
metodologia apresenta algumas etapas sensiveis que podem ocasionar na determinacao errénea
do teor de fenol, como perda de bromo por volatilizacao, dificuldade em visualizar o ponto final
e decomposicdo do indicador amido e do agente titulante. Outras desvantagens sdo 0 uso de
reagentes toxicos e tempo reacional elevado. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
se apresenta como uma técnica instrumental capaz de separar, identificar e quantificar
substancias inorgéanicas, organicas e biologicas em diversas matrizes e apresenta vantagens
como rapidez, automatizacgdo, recuperacdo de amostras e maiores sensibilidade e precisdo em
comparagao ao método titulométrico. No presente trabalho, foram avaliadas as figuras de mérito
conforme RDC n° 166/17 com o objetivo de validar um método instrumental para quantificacdo
da matéria-prima fenol. Utilizou-se metanol: agua 50:50 como fase mével em fluxo de 1 mL
min"t em uma coluna C18 250x4,6 nm com 5 um de tamanho de particula e temperatura de
forno a 35 °C. A faixa de trabalho foi de 5,0 a 9,0 mg L. O método proposto apresentou
resultados de quantificacdo de fenol estatisticamente equivalentes aos métodos farmacopeico e
espectrofotométrico, este ja consolidado para o doseamento do fenol. Realizou-se uma
avaliacdo do comportamento do método na presenca de impurezas tipicas do fenol que
apresentam estruturas quimicas similares. No método titulométrico foi observado um
incremento do teor de fenol, devido, provavelmente a reacdes de bromagédo que ocorrem com
as impurezas durante o método de Kopperchaar. J& na cromatografia liquida, foram obtidos
teores de fenol estatisticamente equivalentes, garantindo a seletividade do método. Os dados
obtidos foram ajustados de maneira satisfatoria a0 modelo de regresséo linear simples. A
recuperacdo do analito na andlise de exatiddo e precisao foi entre 99,67 a 100,07% com DPR
méaximo de 1,41%. Os limites de detec¢do e quantificacdo apresentaram valores de 1,18 e 2,0
mg L7, respectivamente. Futuramente sera elaborado uma nota técnica a Anvisa sugerindo a
implementacdo do método proposto como método farmacopeico alternativo a titulacéo
iodométrica de Kopperchaar.

Palavras-chave: fenol, validagdo analitica, cromatografia liquida em fase reversa, método

alternativo, método farmacopeico.
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1 INTRODUCAO

Na década de 1980, o governo brasileiro criou o Programa Nacional de Controle de
Acidentes por Animais Peconhentos (PNCAAP). Um dos objetivos deste projeto era a
obrigatoriedade de notificacdo dos acidentes com animais pegonhentos por intermédio do
Sistema de Informacio de Agravos de Notificagdo (Sinan) ™. Entre os anos de 2018 a 2022
foram notificados mais de um milhdo de ocorréncias com serpentes, escorpides, aranhas,

abelhas e animais contaminados com o virus da raiva [,

A Fundacdo Nacional de Saude (Funasa) recomenda a aplicacdo intravenosa de soros
hiperimunes nos casos de acidentes por picadas e mordidas de animais pegonhentos como
tratamento terapéutico 1. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) define soros
hiperimunes como “preparagdes contendo imunoglobulinas purificadas, de origem animal, que
neutralizam especificamente toxinas bacterianas, bactérias, virus ou componentes toxicos do

veneno de uma ou mais espécies de animais pegonhentos” ],

Através dos dados coletados pelo SINAN foi possivel melhorar o planejamento, a
fabricacdo e distribuicdo de soros hiperimunes no Brasil tornando o pais autossuficiente neste
quesito. E de responsabilidade do Ministério da Satde a aquisicio dos soros e o fornecimento
dos mesmos conforme o Programa Nacional de Imunizagdes (PNI) por meio do Sistema Unico
de Saude (SUS) 51, Atualmente a producdo nacional de soros é feita pelos seguintes 6rgaos:
Instituto Butantan (S&o Paulo, SP), Instituto Vital Brazil (Niter6i, RJ), Centro de Producéo e
Pesquisa de Imunobioldgico (Piraquara, PR) e Fundacdo Ezequiel Dias (Funed) (Belo
Horizonte, MG).

Dentre os soros disponibilizados pelo Ministério da Saude, oito possuem sua producao
autorizada nas dependéncias da Funed: soro antibotrdpico (pentavalente) (jararacas), soro
antibotropico (pentavalente) e anticrotalico (jararacas ou cascavéis), soro antibotropico
(pentavalente) e antilaquético (surucucus e jararacas), soro anticrotalico (cascavéis), soro
antielapidico (bivalente) (corais verdadeiras), soro antiescorpidnico (escorpido), soro

antirrabico (acidente com animal suspeito de raiva) e soro antitetanico (bacilo tetanico) [,

O soro, como produto final, apresenta-se na forma liquida em ampolas que devem ser
mantidas em temperatura entre 4 a 8 °C para manutencao da sua estabilidade. Para controle da
carga microbiana do medicamento, utiliza-se conservantes. A Portaria n°® 174/96 recomenda o
uso de fenol para este fim em concentracdo maxima permitida de até 0,35 g L™ oferecendo um

tempo de prateleira do soro de até 3 anos 371,
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A metodologia de doseamento da matéria-prima fenol pela Farmacopeia Brasileira e
6rgdos internacionais é por meio da titulagdo iodométrica de Kopperchaar [, O método
apresenta desvantagens como tempo reacional elevado, muitas etapas operacionais e uso de

reagentes toxicos (81,

Dessa maneira, € coerente o estudo de novas metodologias para a quantificacao de fenol
a fim de atender as boas préaticas de fabricacdo e controle de qualidade, garantindo um
medicamento eficaz e seguro, com um método confidvel e menos nocivo para 0s
manipuladores. Pesquisas literarias mostram que algumas técnicas instrumentais ja sdo
estudadas para a quantificacio de fenol [ destacando-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE ou HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) devido suas

vantagens de resolucéo, sensibilidade, precisdo, especificidade e rapidez 14,

Em laboratorios de controle de qualidade de medicamentos, a execucéo de metodologias
que ndo estdo presentes em compéndios oficiais deve ser precedida de uma validacdo analitica,
conforme preconiza a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. A validagéo possui como finalidade
a avaliacao de parametros analiticos, assegurando que o método forneca resultados confiaveis

de acordo critérios pré-estabelecidos e dentro das condicdes laboratoriais 12,

A validacdo é uma ferramenta da metrologia quimica que contribui com o
desenvolvimento tecnoldgico, a fim de oferecer servicos, produtos e solu¢des inovadoras e mais
eficientes para cidaddos e empresas. Uma das maneiras de fomentar essa &rea é o
estabelecimento de redes internas ou externas aos laboratdrios quimicos e de pesquisa. As
parcerias entre a Funed e as universidades ja € uma préatica consolidada na instituicdo e
possibilita a realizacdo de um trabalho cooperativo por meio da partilha de conhecimento, de
pessoas e da estrutura (insumos, equipamentos, etc.). Sendo possivel fortalecer o
comprometimento com a inovagdo, complementando-se em recursos escassos entre 0s

membros da rede e atendendo-se as necessidades de ambos 121,

Neste contexto, o objetivo principal do trabalho é validar um método analitico utilizando
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo por UV-VIS para quantificacdo da
matéria-prima fenol como metodologia alternativa a farmacopeica que utiliza um método
titulométrico classico. O objetivo secundario é a elabora¢do de uma nota técnica a Anvisa
sugerindo a implementacdo do método cromatografico validado como método farmacopeico
alternativo a titulacdo iodométrica de Kopperchaar. Além disso, busca-se estreitar a parceria
entre a Funed e o Centro Federal de Educagdo Tecnoldgica de Minas Gerais (CEFET-MG),

mediante a partilha de recursos humanos e materiais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FENOL

O fenol, também conhecido como &cido carbélico, hidroxibenzeno, monohidroxibenzeno,
acido fénico e monofenol, é um composto organico de formula molecular CsHsO configurado
por um anel benzénico e um grupo hidroxila [**l. Os carbonos aromaticos possuem hibridizacio
do tipo sp? estruturalmente dispostos em geometria hexagonal planar em angulos de 120 °. Ja a

ligacdo do grupo funcional é caracterizada por uma conformagcéo tetraédrica de 109,5 © [*3],

A presencga da hidroxila na estrutura do fenol possibilita a formacdo de ligacdes de
hidrogénio contribuindo para a sua boa solubilidade em agua (8,3 g/100 mL) e em outros
solventes, como etanol e éter etilico, enquanto o anel aromatico contribui para sua solubilidade
em compostos apolares [*31. Em sua forma pura e em temperatura e pressdo ambiente, o fenol é
um sélido cristalino incolor a levemente rosado e possui odor caracteristico doce e enjoativo,
semelhante ao alcatrdo 14161 As principais propriedades fisico-quimicas do fenol esto

descritas na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas do fenol

Propriedade Informacéo
| Peso molecular 94,111 g mol* |
Coloragéo Incolor a levemente rosado
Estado fisico (20 °C) Sélido liquido cristalino
Temperatura de fusdo 40,91 °C
Temperatura de ebulicdo 181,75 °C
Densidade (20 °C) 1,0545 g cm®
Solubilidade em agua (25 °C) 8,3 9/100 mL
Pressdo de vapor (25 °C) 0,35

Fonte: Adaptado de AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY (2008) e SAPUTERA et al. (2021)

Historicamente, na segunda metade do seculo XIX, o médico Joseph Lister destilou o
alcatrdo de hulha para obter uma solucdo rica em fenol que apresentava aspecto oleoso,

coloragéo escura e odor forte. A mistura de compostos organicos foi testada e utilizada
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pioneiramente como antisséptico e desinfetante em procedimentos pré e pds cirurgicos para a

lavagem de instrumentos e da pele de pacientes e profissionais da area [*7:28],

A atividade do fenol como agente antimicrobiano ocorre por dois mecanismos possiveis:
ruptura da estrutura celular ou impedimento da atividade enzimatica do micro-organismo 41,
Independentemente da via, sua eficdcia permitiu que Lister alcancasse excelentes resultados no
processo de recuperacdo dos enfermos e na reducdo em casos de mortes por infeccGes pos-
operatorias. Os procedimentos adotados por Lister revolucionou a medicina moderna e ele ficou

conhecido como o “pai da cirurgia antisséptica” [1718],

O uso do fenol para a manutencéo da carga microbiana ainda é recorrente em produtos de
limpeza doméstica e de higiene pessoal, como em desinfetantes e enxaguantes bucais 2°!. Na
area farmacéutica, exemplos de medicamentos com fenol sdo alguns antissépticos, analgéesicos
e antipiréticos 8, vacinas contra febre tifdide, variola Yl e infeccGes pneumocdcicas, produtos
parenterais, injecOes, além dos soros hiperimunes para uso humano. Normalmente a
concentragio deste conservante nas formulagdes finais é de até 0,5% em pH abaixo de 9,0 [?2],
O fenol é utilizado também em outros segmentos industriais para producéo de pesticida, verniz,

celulose e borracha 1423,

Apesar da inovacdo promovida por Lister, durante os procedimentos cirdrgicos, seus
colegas de trabalho experienciaram os efeitos toxicos do fenol 8. Este conservante é
facilmente absorvido por inalacdo, ingestdo e contato cutaneo, podendo causar fadiga, mal-
estar, nauseas, vomitos, dor de cabeca, salivacdo, irritacdo e queimadura da pele e das vias
respiratoria e gastrointestinal 241, Ja os efeitos crénicos por exposicdo ao fenol incluem perda

de peso, vertigem, distlrbios alimentares e escurecimento das fezes e urina 141521,

Neste contexto, a quantificacdo do fenol nos produtos finais se torna de extrema
importancia para impedir os efeitos toxicologicos quando em contato com seres Vivos,
principalmente em medicamentos. Além disso, o controle de qualidade do fenol como matéria-
prima é primordial para garantir sua eficacia como agente conservante, avaliando-se parametros

fisico-quimicos como identificacdo e doseamento [2°],

Industrialmente, 70% do fenol comercializado no mundo é produzido através do Hack
Process, dividido em trés etapas principais. A Figura 1 resume as rea¢fes envolvidas no seu

processo produtivo.
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Figura 1 — Reacdes envolvidas na produgéo do fenol. Estruturas feitas no software ChemSketch®.

HaC e 2—OH —
CHa
CHa : 4
+ HaC \/CHz d O: d H’ @ +
H3C
Benzeno Propileno Cumeno Hidroperoxido Fenol Acetona
de cumeno

Fonte: Adaptado de FORTUIN et al. (1953)

Na primeira etapa, ocorre uma reacdo radicalar de alquilacdo do benzeno com propileno,
na presenca de um catalisador acido, para a formagdo do cumeno 7281, O cumeno €, entfo,
oxidado a hidroperdxido de cumeno que sofre degradacdo em meio acido gerando o fenol e a

acetona. Apds sua producdo, a purificaco do fenol ocorre por destilagio 272,

O fenol pode conter impurezas provenientes do seu processo produtivo, como as proprias
matérias-primas e produtos secundarios do processo, tais quais 0 cumeno e a acetona. Além
destas, & possivel encontrar outras substancias classificadas como impurezas. A Figura 2

sintetiza alguns desses possiveis contaminantes 2341,

Figura 2— Impurezas comumente encontradas no fenol. Estruturas feitas no software ChemSketch®.

HiC OH
(o]
o o CHs
CH, 0
3 OH )\/CH3 i
H,C = 3
HyC 3 HO OH
Acetofenona Acetona Hidroxicetona  Alcool sec-butilico 2-metilbenzofurano m-cresol

CH,

CH; OH b
/ CHa
J—/ CHj
HaC

2-fenil-2-buteno  a-metilestireno Crotonaldeido Isopropilbenzeno Catecol Dimetilfenolcarbinol

Fonte: Adaptado de BAYNAZAROV et al. (2018), BRUK et al. (1969), American Society
for Testing Materials (2005), American Society for Testing Materials (1999) e Agéncia

Europeia das Substancias Quimicas (2006)

Algumas das substancias apresentadas na Figura 2 sdo originadas em reag¢0es cruzadas

condensacao, desidratacéo, oxidacao e dimerizacdo durante a producio do fenol B34,
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2.2 TITULACAO IODOMETRICA DE KOPPERCHAAR PARA QUANTIFICACAO
DO FENOL

O procedimento de Kopperchaar, desenvolvido em 1876, consiste na determinagédo
indireta de fenol em uma titulacdo de oxirreducdo por iodometria. A Anvisa, por meio da
Farmacopeia Brasileira, recomenda essa metodologia para o doseamento da matéria-prima

fenol [8:39],

A primeira etapa do método de Kopperchaar é a bromacdo do fenol em meio &cido na
reacao de substituicdo eletrofilica aromatica (Figura 3), formando o 2,4,6-tribromofenol, pouco
solGivel em &gua B8%71. Este composto, assim como outros bromofendis, fotodegradam por
desbromagcéo redutiva com perdas sucessivas de atomos de bromo 28, No procedimento de

Kopperchaar, a bromacéo ocorre durante o periodo de 30 minutos ao abrigo de luz.

Figura 3 — Reacéo de bromacéo do fenol. Estruturas feitas no software ChemSketch®.

OH OH
/.//J'Q-'Q‘:\_ . Br. S /"/L‘:;;\../ Br
| ]t Bne —= || | + 3Hu + 3Brg
x._\i._;if R s
!

Fonte: Adaptado de DREIJER VAN DER GLAS et al. (1983)

O bromo molecular que reage com o fenol anteriormente é formado pela reacdo de

bromato e brometo em meio acido, como mostra a Equacéo 1.
BrOs (aq) + 5Br (aq) + 6H" (ag) — 3Br2(g) + 3H20 (1) (1)

Apos a formagdo do 2,4,6-tribromofenol, adiciona-se excesso de iodeto de potassio ao
sistema. Em contato com o excesso de bromo molecular, o iodeto sofre oxidagéo, variando seu
namero de oxidagdo (NOXx) de -1 para 0 (Equagéo 2). J& 0 bromo é reduzido de NOx O para -1.
Nesse momento é observado a mudanca da coloracdo da solucdo se tornando vermelho-tijolo

intenso.
21" (aq) + Br2 (g) — 12 (g) + 2Br (aq) (2

A perda do iodo molecular por volatilizacdo é evitada pelo excesso de ion iodeto

estabelecendo um equilibrio quimico entre as partes (Equacéo 3, pagina 20) e pela titulacdo agil
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apos adicao do iodeto de potéssio. Normalmente, solugdes com até 4% de iodeto apresentam

volatilizacéo que ndo interfere nos resultados %491,

I2(9) + I (aq) = 15" (aq) (3)

A terceira etapa do método de Kopperchaar € a titulacdo iodométrica indireta que se
baseia na reacdo de reducio do excesso de iodo molecular em iodeto pelo agente titulante 11,
que neste contexto € o tiossulfato de sddio. O ion tiossulfato é quantitativamente oxidado pelo
iodo formando tetrationato, como mostra a Equacdao 4.

l2 (9) + 25205* (aq) — 2I' (aq) + S406* (aq) (4)

Em meio alcalino, o iodo é hidrolisado formando o ion hipoiodito (10°). Este ion pode
oxidar o ion tiossulfato a sulfato (SO4). Apesar de ainda ocorrer a oxirreducéo entre iodo e
tiossulfato, hé a alteracdo estequiométrica da reacao, podendo levar a resultados erréneos. Essa
situacdo € solucionada pelo controle de pH da solucgéo a ser titulada. Deve-se manter pH menor

que 7,6 em concentracdes de iodo a 0,1 mol L 39,

Outro ponto importante e possivel fonte de erro na iodometria é a rapida decomposicao
do ion tiossulfato em meio fortemente &cido. Como a reacdo de oxidacdo do tiossulfato pelo
iodo molecular é mais rapida que a sua decomposicao, a adi¢ao lenta do titulante em agitacéo
constante e vigorosa evita o excesso local do reagente, tornando possivel a titulacdo iodométrica

em meio acido 39,

O ponto final da titulacdo pode ser observado pela alteragdo da coloracdo amarela a
incolor do iodo em solucdo aquosa de iodeto de potéssio. Porém, para melhor visualizagdo €

recomendado o uso de intensificadores de cor, como a suspensdo de amido soltvel 3941421,

Um dos polimeros que constituem o amido ¢ a 3-amilose. Sua cadeia helicoidal adsorve
pequenas quantidades de ion triiodeto (I3”) desenvolvendo uma coloragdo azul intensa. Apos a
reducdo completa do iodo molecular, o ion triiodeto, que participa do seu equilibrio quimico
(Equacdo 3), também n&o se torna mais disponivel na solugdo para o amido. Dessa maneira, a
coloragéo azul escuro anteriormente observada se torna incolor, indicando o ponto final da

titulacao (3741421,

A alteracéo da cor da solucédo pelo amido pode ser prejudicada se o mesmo for adicionado
no inicio da titulacdo. Devido a decomposicdo irreversivel desta substancia intensificadora da
cor na presenca de iodo em elevada concentragdo, sua adi¢do deve ser feita apenas proximo ao

ponto final quando a solucdo apresenta coloracdo levemente amarelada %42, A adicdo de
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solventes organicos, como o cloroférmio, diminui a afinidade do amido com o iodo, sendo

utilizado como recurso para impedir sua decomposigo “1,

A reacdo de Kopperchaar € eficaz e recomendada por 6rgdos internacionais, como as
farmacopeias europeia, britanica, estadunidense e japonesa. Apesar de amplamente divulgada
e empregada, a metodologia consiste em muitas etapas, o tempo reacional da bromacdo é
elevado - aproximadamente trinta minutos - e emprega-se uma variedade consideravel de

reagentes toxicos (81,

2.2.1 Doseamento de fenol por outras técnicas

Outra metodologia para o doseamento de fenol € por espectroscopia na regido do
ultravioleta e no visivel (UV-VIS), como sugere a Portaria n° 174/96 /. Nesse método, o fenol
reage com 4-aminoantipirina, na presenca de um agente oxidante, como o ferricianeto de
potassio, em meio alcalino (pH entre 9,4 a 10,2), formando antipirina numa proporcéo de 1:1
(Figura 4). O produto da reacdo possui coloracdo vermelha e pode ser quantificavel por
espectrofotometria na regido do visivel (546 nm) ap6s 10 min da mistura dos reagentes (41,
Entre os principais fatores que podem influenciar os resultados obtidos pela espectrofotometria

estdo o controle de pH 4, o tempo reacional e a fotossensibilidade da antipirina.

Figura 4 — Reacdo entre 4-aminoantipirina e fenol. Estruturas feitas no software ChemSketch ®

HiC OH ’ 1 ?H3
~ ‘\N\ _ CH3 { ‘N N B CH3
—N | to| _ — L/
NH, N~ meio alcalm&(_), o) \‘N _/ :
o [Fe(CN)4] =0

Fonte: Adaptado de MOSAE SELVAKUMAR (2018)

Na literatura sdo encontradas outras metodologias para a quantificacdo de fenol em
matrizes ambientais e farmacoldgicas envolvendo a aplicagdo de técnicas instrumentais, como
a espectrofotometria (841, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, eletroforese capilar

e cromatografia gasosa por espectrometria de massas e ionizagao por chama 129,
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O HPLC é outra técnica amplamente estudada para a quantificagdo de principios ativos
em farmacos, coadjuvantes e suas impurezas [“6471, J4 foi investigado o doseamento do fenol
por meio do HPLC em matrizes industriais 1€ alimenticias e urinérias “*% além de sua

avalicdo como impureza em produtos farmacéuticos 54,

2.3 VALIDACAO ANALITICA

A validacdo é uma analise sistemética, formal e documentada a fim de comprovar a
capacidade do método em fornecer resultados confidveis e reprodutiveis para o Seu uso
pretendido. A Figura 5 esta representando o ciclo de vida de um método analitico, no qual a

validagdo esta inserida 2,

Figura 5 — Ciclo de vida do método analitico. Imagem gerada pelo programa Canva™.
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Fonte: Adaptado de RILEY, CLARKE e KIKOVSKA-STOJANOVSKA (2020)

O processo de validacao analitico consiste na observacdo do comportamento do método
em condicOes pre-determinadas e na comparagdo das nuances verificadas com as expectativas
de desempenho. A concordancia entre a performance e os resultados prospectivos indicam a
validade ou ndo do método 3. Os principais parametros de desempenho analitico sdo:
seletividade, linearidade, preciséo, exatidao, limites de deteccéo e quantificacdo e robustez. A
escolha destes é definida a depender das exigéncias do érgdo regulamentador, da finalidade do

método, do senso técnico e das caracteristicas da amostra 2,

No setor farmacéutico, a Anvisa preconizou a RDC n° 166/2017, responséavel por
estabelecer os critérios de validacdo de métodos utilizados para insumos farmacéuticos,
produtos bioldgicos e medicamentos 21, Os parametros necessarios para a validacdo da

metodologia, a depender da sua aplicabilidade, estdo indicados no Quadro 1 (pag. 23).
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Quadro 1 — Parametros analiticos normalmente avaliados para os diferentes tipos de procedimentos de

teste
Parametro analitico Identificacdo Teste de impurezas Doseamento *
Quantitativo Ensaio limite
Exatiddo N&o Sim Nao Sim
Preciséo (repetibilidade) Nao Sim Nao Sim
Precisdo intermediaria N3o Sim @ N&o Sim @
Seletividade Sim Sim Sim Sim
Limite de deteccio N3o Nzo © N&o No
Limite de quantificacio N3o Sim N&o Nzo ©
Linearidade Né&o Sim N&o Sim

(1) Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, ndo é necessario conduzir precisdo
intermediéria.
(2) Nos casos de ensaio de identificacdo, pode ser necessaria a combinacdo de dois ou mais
procedimentos analiticos para atingir o nivel necessario de discriminag&o.
(3) Pode ser necessario em alguns casos.

Fonte: Adaptado de AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2017)

A RDC n° 166/2017 foi fundamentada a partir de referéncias de compéndios
internacionais, a Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, do inglés Association of
Official Analytical Chemists), a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, do inglés United States
Pharmacopeia) e a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés
International Union of Pure and Applied Chemistry). 54l

2.3.1 Seletividade

A RDC n° 166/2017 define como seletividade de um método a “capacidade de identificar
ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de componentes que podem

estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz" 22,

A avaliacdo da seletividade no desenvolvimento e validagdo de um método analitico é
justificada pela existéncia de outros compostos na amostra que podem interagir com o analito
de interesse. E possivel que essa interagdo resulte no impedimento da deteccdo do sinal do
analito, assim como no incremento ou diminuigdo do sinal, obtendo-se um valor que néo é
confiavel P25, Além das interacdes entre as substancias da amostra, € possivel que ocorra uma

alteracdo da sensibilidade do detector pela presenca das mesmas 31,

Os ensaios utilizados na avaliagéo da seletividade compreendem a analise de materiais de
referéncia, amostras com e sem analito - quando possivel - e ambos com a adi¢do apropriada

de compostos interferentes conhecidos ou suspeitos 53551,
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Nos métodos cromatogréaficos, pode se comparar 0os cromatogramas obtidos dos padrdes,
da amostra enriquecida, da amostra ndo enriquecida e dos respectivos brancos de interferentes
(solventes, impurezas, etc.). Cada composto deve ter um tempo de retencdo identificavel e
tempo de retencdo do analito de interesse nas amostras deve ser 0 mesmo daquele obtido do
material de referéncia 52%571, Deve-se avaliar também se ha diminuicdo ou aumento do pico
devido a presenca dos interferentes. Em caso positivo, é necessario alterar as condicGes

experimentais para melhorar a seletividade do sinal analitico 6,

Em condicBes nas quais ndo é possivel obter padrdes de referéncia ou 0s possiveis
interferentes da amostra, a analise da seletividade deve incluir a comparagdo com outro(s)
método(s) previamente validado(s) 3°5-571 ou modificac&o das condicdes instrumentais 1. Em
analises cromatogréaficas por detec¢do de arranjo de diodos , métodos indiretos também podem

ser utilizados para avaliar a seletividade, como a pureza dos picos 52571,

2.3.2 Linearidade

A linearidade € um parametro de validacdo que analisa a qualidade do método analitico
em fornecer sinais do detector que sdo diretamente proporcionais a(s) concentracdo(s) do(s)
analito(s) em uma faixa de trabalho. A resposta linear pode ser obtida diretamente ou através

de uma transformag&o matematica [%:52.58-601

Héa algumas variagdes nas diretrizes metodoldgicas para o0s ensaios da linearidade, porém,
de maneira geral, é recomendado que sejam analisadas, no minimo, trés curvas e que as mesmas
sejam independentes, sempre que possivel, ou seja, as replicatas ndo devem ser repeticdes de
leitura da mesma solucdo. Além disso, a curva deve conter de 5 a 6 niveis de concentracdes
distintas, equidistantes e analisadas aleatoriamente. Quando ha efeito de matriz, as solugdes sdo

preparadas com a adigdo de matriz 525351,

A faixa de trabalho é escolhida de acordo com o objetivo do método. Para metodologias
de doseamento é recomendado a faixa entre 80 a 120% em relacdo ao ponto central da curva,
sendo possivel encontrar pequenas variacbes desse valor 25659601 A amostra analisada
rotineiramente deve se aproximar do centro da curva, uma vez que ha menores incertezas nos

pontos centrais da curva D31,
Conforme preconizado pela RDC n° 166/2017, a avaliacdo da linearidade abrange:

1) grafico dos sinais analiticos (ou suas transformacGes matematicas) em funcéo da

concentracdo do analito de interesse;
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2) gréfico da dispersdo dos residuos com estudo estatistico: € esperado que 0s residuos se
distribuam de maneira aleatdria, conferindo a homocedasticidade dos dados. Nos casos de
heterocedasticidade, observa-se que os residuos se comportam de maneira tendenciosa 251,
Testes estatisticos como Cochran, Brown-Forsythe e Breusch Pagan também sdo utilizados para

avaliar a homocedasticidade dos dados 2

3) a equacdo da reta de regressdo linear simples por meio do método dos minimos

quadrados 251,

4) avaliacdo da linearidade pelos coeficientes de correlagdo (r) e de determinago (r?): em
niveis de elevada ou baixa concentracdo, é possivel observar desvios da linearidade mesmo com
bons valores de coeficientes, dessa maneira, 0s mesmos sdo utilizados apenas como indicativos
a adequacéo da reta ao modelo linear 52581, A RDC n° 166/2017 indica que o coeficiente de

correlacdo deve estar acima de 0,990 e o de determinag&o maior ou igual a 0,980 2

5) avaliacdo do coeficiente angular: seu valor deve ser consideravelmente diferente de
zero, indicando a sensibilidade do método 12,

2.3.3 Precisado

A precisdo de um método analitico refere-se ao grau de dispersdo de uma série de
resultados obtidos por meio de ensaios com amostras independentes e condi¢Ges definidas pelo
método a ser validado, ndo se relacionando ao valor verdadeiro ou especificado. H& trés niveis

de avaliacio da precisdo: repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade 361621,

A repetibilidade avalia a precisdo sob as mesmas condi¢cdes operacionais (operadores,
equipamentos, local, reagentes, etc.) num curto intervalo de tempo, sendo necessario a
reexecucdo de todo o método com andlise de padrbes, materiais de referéncia ou adicdo do

analito ao branco da amostra [525561]

Os compéndios oficiais indicam a realizagdo de 6 a 15 repeti¢cGes independentes por
analito englobando toda a faixa de trabalho 31, A RDC n° 166/2017 exige a analise de 6
replicatas a uma concentracdo de 100% ou 9 replicatas em trés concentragdes diferentes, ou
seja, 3 replicatas para cada nivel de concentracdo (baixa, média e alta) (2.

Os resultados da repetibilidades sdo expressos através do desvio padrdo relativo (DPR)
(também chamado de coeficiente de varia¢do) por nivel de concentragdo avaliado, sendo este

um fator sugerido para estabelecer o critério de aceitacdo do metodo. Para concentracdes de



26

analito a 0,001 e 0,0001%, a Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais sugere um DPR

maximo de 7,3 a 11,0 %, respectivamente %1,

Em uma rotina laboratorial, o cenario de analise é varidvel: alteracdo de fornecedores e
lotes de reagentes, profissionais atuando em turnos, temperatura, etc. Deste modo, torna-se
necessario verificar se 0 método analitico é capaz de fornecer resultados confidveis mesmo em
condicBes operacionais distintas. Este € o principal objetivo da precisdo intermediaria, ou
precisdo intralaboratorial, que expressa a variacéo dos resultados obtidos a partir de um método
e uma mesma amostra (amostras supostamente idénticas ou padrdo) analisada em diferentes

circunstancias no mesmo laboratorio [$25°1,

A precisdo intermediéria é realizada seguindo as mesmas recomendagfes em termos de
namero de replicatas e concentracdes apresentadas para a repetibilidade, porém variando
algumas condicdes [*252, Estas devem ser pré-definidas, sendo as mais comuns o dia de analise,

o operador e o0 equipamento utilizado 5253581,

Jaareprodutibilidade avalia a precisdo interlaboratorial, na qual as amostras idénticas (ou
homogéneas ou padrdes) sdo analisadas em diferentes laboratérios [°2. Normalmente aplica-se
este tipo de avaliacdo em metodologias que serdo publicadas nos compéndios oficiais, em

transferéncia de tecnologia e em estudos colaborativos 61

2.3.4 Exatidao

A exatiddo é o pardmetro que avalia o nivel de conformidade entre os resultados
individuais obtidos pelo método a ser validado e o valor admitido como verdadeiro [125362,
Diferentemente da precisdo que esta relacionada com os erros aleatérios, a avaliacdo da

exatiddo reflete o efeito dos erros sistematicos do método 4611,

Assim como na precisdo, a exatidao € avaliada com trés replicatas independentes em trés
niveis de concentracio (baixo, médio e alto) (221, A escolha do procedimento vai depender da
viabilidade laboratorial, da amostra e da técnica analitica utilizada. A principio recomenda-se a
comparacdo do resultado de um material de referéncia certificado analisado pelo método em
estudo e o seu valor de referéncia, desde que este material se assemelhe em termos de matriz e
concentragdo & amostra que posteriormente sera analisada. Em analitos com matriz complexa,
adiciona-se uma quantidade conhecida de material de referéncia a amostra 254, Nos casos de
indisponibilidade de materiais certificados, compara-se os resultados do método em validacéo

com aqueles de um método ja validado 53541,
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A exatiddo deve ser expressa em termos de recuperacéo, conforme as Equagdes 5 e 6 [121:

Recupera(;éo % = concentragiao mé:dia exper.imental % 100 (5)
concentragio conhecida
. CA(amostra adicionada) — CA (amostra) (6)
Recuperacao % = x 100

CTA
Onde:

CA: concentracdo experimental do analito;
CTA: concentracdo tedrica do analito adicionado.

Como as validacBes analiticas possui uma elevada variabilidade em termos de método
utilizado, matriz da amostra, concentracéo da solucdo de trabalho, etc., os critérios de aceitacao
s&o definidos a partir destas especificidades 2521, Para analitos em concentracdes entre 1 a 10
mg L é previsto uma recuperagdo entre 80 a 110% 5253551, Quando a exatidio é realizada por
comparacao de método, utiliza-se testes estatisticos, como Teste T para dados homocedasticos
e normalizados, a fim de fundamentar os dados verificando a equivaléncia dos mesmos
(5415354611 - Qutro critério de aceitacdo possivel é delimitar uma diferenca méaxima entre as
recuperacdes. Para métodos de doseamento em cromatografia liquida é comum aplicar o valor

de 2% como critério 4,

2.3.5 Limite de deteccdo

O limite de deteccédo (LD) define a menor quantidade de analito que pode ser identificada
e observada no método sob condicdes de analise, sem, necessariamente, ser quantificada 41,
O LD também pode ser definido como a menor concentra¢do do analito no qual é possivel
distinguir do ruido B2, Outros termos utilizados como sinénimo para LD sdo concentragéo

minima detectavel 4 e valor minimo detectavel 2,

Apesar deste parametro ser crucial apenas em métodos para limite de impurezas e
elementos tragos, & comum encontrar, na literatura, a analise de LD em validagdes de
doseamento de insumos ativos e produtos farmacéuticos. Nestas situacdes, 0 LD sera apenas

informativo e ndo necessario para a validagio analitica 52

Ha varios procedimentos possiveis para a determinacéo do LD®, sendo trés as principais
e atualmente decretados pela Anvisa: método visual, razéo sinal-ruido e através de parametros

da curva analitica [125254],
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O método visual foi desenvolvido, a priori, para ensaios de carater qualitativo. A partir
da andlise do analito em diluigdes sucessivas é possivel identificar em qual concentracéo o sinal
analitico e confiavelmente diferenciavel do ruido. Em métodos cromatograficos, os compéndios

oficiais recomendam a apresentacio dos cromatogramas mais relevantes 52541,

A determinacdo do LD baseado no sinal-ruido s6 pode ser empregada em métodos que
possuem ruidos em linha de base. Experimentalmente sdo analisadas amostras em baixas
concentragdes de analito até que o sinal observado seja 2 ou 3 vezes o desvio padrao da amostra

do branco %54,

Na terceira abordagem, o LD ¢é calculado por meio do quociente do desvio padrdo e a da
inclinagdo da curva de calibragdo, como mostra a Equagéo 5 [*2,

LD = 3,3 Xo (5)
IC

Onde:
LD: limite de deteccio;
o: desvio padrao;
IC: inclinacao da curva de calibracao.

O desvio padrao pode ser obtido por trés maneiras distintas: 1) o intercepto com o eixo Y
de, no minimo, 3 curvas de calibracdo que possuem concentracdes do analito proximas ao
possivel valor de LD; 2) o desvio padrdo residual da linha de regressdo; 3) estimativa do ruido
de uma quantidade suficiente de amostras do branco 2. Quando n3o ha sinal obtido pela anélise

do branco, emprega-se o desvio padrdo da menor concentracio da curva analitica 1.

O LD normalmente é expresso em termos de concentracdo do analito e o seu valor ndo
significa a impossibilidade de sinal analitico em concentragdes menores. Porém, o LD garante
que naquela concentracdo o analito seja detectado com confiabilidade estatistica razoavel. Em
concentragfes muito inferiores pode ocorrer da incerteza da medigdo ser maior que o proprio

valor medido 3,

2.3.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) ou limite de determinacdo é definido como a menor

quantidade de analito que pode ser mensurado sob as condi¢des experimentais com preciséo e
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exatiddo adequadas. Seu valor é expresso em termos de concentra¢éo do analito ou conforme é

expresso no método analitico 2,

Em analises cromatograficas pode-se considerar a concentracdo do analito que
corresponde a uma altura de 10 a 20 vezes o ruido da linha de base 2. Algumas referéncias
aplicam a relagéo de 6:1 ou 5:1 do sinal/ruido ®°. Em outros cenarios, o nivel mais baixo da
curva analitica € assumido como o LQ. Outra maneira de calcular o LQ é por meio do quociente
entre o desvio padrdo e a inclinagdo da curva de calibracdo, como indica a Equacdo 6, de

maneira similar ao qual é feito para o LD 1252,

LQ — 10 Xo (6)

IC

Onde:
LQ: limite de quantificacao;
o: desvio padrao;
IC: inclinagdo da curva de calibragao.

O desvio padrédo da Equacao 6 é obtido da mesma maneira descrita para o LD da Equacéo
5 [12].

Ap6s a determinagdo do LQ, é recomendado sua confirmacdo experimental através da
precisdo e recuperacdo de no minimo 6 amostras independentes. Caso ndo estejam dentro dos
critérios de aceitacdo, averigua-se que o LQ esta subestimado e é necessario estimar novamente

o seu valor 9],

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA
COM DETECCAO POR UV-VIS

Atraveés de um gas ou solvente liquido denominados fases méveis, uma solucao contendo
0(s) analito(s) de interesse é carreada ao longo de um meio poroso, a fase estacionaria. Em
contato com a superficie desse meio, os diferentes analitos interagem de maneiras distintas com
a fase estacionaria, ocasionando em deteccdo com periodos de tempo diferentes. Esse
mecanismo ¢ a base das analises cromatograficas (%], Essas sdo aplicadas para a separacgéo, a

identificacdo e o doseamento de substancias organicas, inorganicas e bioldgicas 121,

Entre os diversos tipos de cromatografia, a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) se destaca pela precisdo, automatizagédo, recupera¢do das amostras, sensibilidade e
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diversidade de matrizes de amostra 7). A Figura 6 apresenta um esquema simplificado de um
cromatografo liquido %2,

Figura 6 — Esquema de um cromatégrafo liquido
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(M ]‘ ‘f Al ]
Para o
descarte
Reservatorios \ I Valvula de
de solvente I._{:,l tro Roinha drenagem
L entrada
l ) Sennga de
Valvula de mistura proporcional preparagio mnicial
Para o detector = 4
Coluna ] f

Valvula de impegiio

Fonte: Adaptado de SKOOG et al. (2006)

Os solventes que compdem a fase movel sdo previamente misturados e direcionados pela
bomba até a coluna. Na valvula de injecdo, a amostra solubilizada, homogénea e livre de
particulas solidas é injetada através de uma seringa. Ao entrar em contato com a fase movel, a
solucéo é carreada até a coluna que interage com os sitios ativos da mesma. As substancias que
apresentam menor afinidade com a fase estacionéria sdo primeiramente carreadas pela fase
movel em direcdo ao detector. Neste momento ha geracdo e identificacdo dos sinais eletrénicos
referentes ao analito(s). A medida que a corrida acontece, a fase mével e as demais substancias
presentes na amostra que apresentam maior afinidade com a coluna e as mesmas sao

sucessivamente detectadas 2.

A cromatografia liquida em fase reversa (RP, do inglés reversed-phase) ¢é aplicada na
maioria das analises com amostras de baixa massa molecular. Nessa técnica emprega-se uma

coluna hidrofébica com fase maével polar, de modo que a principal interagdo analito-fase
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estaciondria se da por forcas dispersivas de Van der Waals. Devido a baixa energia desse tipo
de interacdo, a RP apresenta Gtima seletividade para discriminar compostos quimicamente

parecidos [,

A Figura 7 mostra uma visao simplificada e ampliada de uma coluna de suporte de silica
com grupos octadecil (C18) tipicamente utilizada em anélises de CLAE por RP. Pelo tipo de
superficie da coluna, as substancias mais apolares interagem mais fortemente com o0s grupos

C18 hidrofébicos enquanto os componentes mais polares eluem com mais velocidade 17,

Figura 7 — Visdo simplificada de uma coluna RP
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Fonte: Adaptado de DONG (2006)

As colunas cromatograficas de RP sdo constituidas por uma base, normalmente, de silica,
zirconia, alumina ou polimeros e possuem a superficie modificada a fim de garantir
determinadas caracteristicas para a coluna. Para analises em fase reversa, utiliza-se octadecil
(C18), octil (C8), ciano (CN) e fenil para modificagdo da base, sendo que colunas do tipo C18
sdo a primeira escolha para a maioria das analises devido a elevada hidrofobicidade,

estabilidade e capacidade de retengéo “71,

Além da modificacdo da superficie da coluna, outras caracteristicas sdo importantes para
determinar sua escolha. Alguns desses atributos e seus impactos de analise sao apresentados no
Quadro 2.
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Quadro 2 Caracteristicas do material de empacotamento das colunas cromatograficas

Caracteristica Influéncia de analise
Area de superficie Geralmente, quanto maior a area de superficie, maior a retencao
(100 — 500 m? g1 dos analitos;

Influencia a acessibilidade da superficie; moléculas grandes com
Tamanho dos poros impedimento estérico podem nédo acessar todos 0s poros; poros
(60 — 200 A) pequenos para analise de moléculas grandes aumenta a largura do

pico devido a transferéncia de massa mais lenta do analito.

Define a qualidade do material de suporte; Colunas empacatodas
Tamanho das

particulas com particulas menores apresentam menor perda de eficiéncia em

altas taxas de fluxo, porém a pressdo de trabalho é muito mais

> ] . « . s
(2,3, 5pm, >10pm elevada; particulas menores tambem estdo associadas a melhora da
para preparagdo) resolucdo do pico e sensibilidade.

Diretamente relacionado com nimero de pratos tedricos
Comprimento (eficiéncia) e velocidade de andlise; Colunas mais longas tém
(50 a 250 mm) ndmeros de pratos tedricos mais altos e produzem melhor

resolucdo com tempo de analise mais longo.

Fonte: Adaptado de DONG (2006) e KAZAKEVICH e LOBRUTTO (2007)

Todas as particularidades da fase estacionaria apresentadas no quadro anterior séo
escolhidas durante o desenvolvido do método, de modo a garantir a melhor separacéo possivel

dos picos cromatograficos 17,

Em relacdo a fase mdvel é necessario que o(s) solvente(s) escolhido(s) apresente as
seguintes qualidades: elevada solubilidade para os componentes da amostra, ndo corrosivo para
o sistema HPLC, elevada pureza e ndo emitir sinal no comprimento de onda trabalhado no
detector. Quando possivel é desejavel também ndo inflaméavel e baixos custo, toxicidade e

viscosidade 4731,

As fases moveis mais utilizadas no HPLC de fase reversa sdo misturas de metanol,
acetonitrila, dgua e suas combinac6es. Modificadores de fase movel, como tetrahidrofurano e

dimetilsulfoxido, sdo aplicados para ajuste de seletividade [©31,

A escolha adequada da fase movel ira garantir picos com boa resolucéo no cromatograma.

A forca dos solventes interfere diretamente nesse aspecto, pois refere-se a capacidade do
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solvente em eluir o analito pela coluna, sendo que os solventes fracos irdo apresentar maior
dificuldade em transportar os componentes da amostra. Como consequéncia, a interagdo
analito-fase estacionaria seja melhor. Em CLAE de fase reversa, normalmente, o fator de
separacao e a resolucao dos picos melhoram com o decrescimo da forca da fase mével. A ordem

de forga dos solventes é: acetonitrila > metanol > agua *71.

Apos a interacdo do analito com a fase estacionaria, o eluente é encaminhado para um
detector responsavel por gerar um sinal analitico que serd interpretado pelo software e
apresentado como pico no cromatograma. Os principais detectores e suas aplicacdes estdo

descritos no Quadro 3 71,

Quadro 3 — Principais detectores e suas aplicagdes

Detector Tipo Analitos/aplicacdes Sensibilidade
Absorbancia UV/Vis | Especifico Compostos com UV cromoforos ng—pg
. : - Compostos com UV cromoforos +
Matriz de fotodiodos | Especifico espectros UV ng—-pg
A Muito Compostos com fluorescéncia nativa
Fluorescéncia e . fg—pg
especifico ou com etiqueta fluorescente
) Polimeros, agUcares, triglicerideos,
Indice de refracéo Universal acidos organicos, excipientes; nao 0,1-10ug
compativel com anélise em gradiente
. « Compostos volateis e ndo volateis;
Dispersdo de luz por . . (1
x Universal compativel com analise em 10 ng
evaporagao :
gradiente.
Espectrometria de . Identificagdo estrutural; elevada
Universal g pg-fg
massa sensibilidade
Re§s_o nancia Universal | Elucidacdo estrutural e confirmacéo mg-ng
magnética nuclear

Fonte: Adaptado de DONG (2006)

A deteccdo de absorbancia por UV/VIS ocorre devido a transi¢cdes de elétrons de orbitais
moleculares n— ©n*, n — ©* ou n — ¢*. Matematicamente esse tipo de detector segue a Lei de
Lambert-Beer, indicada na Equacdo 7 (pagina 34), onde a absorbancia é definida como o
logaritmo negativo da transmitancia, que € igual a razdo entre a intensidade da luz transmitida

e a intensidade da luz incidente (471,
A= —lotT (7)
Onde:
A: absorbancia;

T: transmitancia.
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Geralmente o detector UV/VIS utiliza uma ld&mpada de deutério que emite a luz UV. Em
equipamentos de feixe duplo, a fonte de luz é dividida para um feixe de monitoramento e outro
que passa pela amostra, sendo que cada um é monitorado separadamente por um fotodiodo 471,
Devido ao aumento da condutividade observado no fotodiodo, é possivel prever a poténcia
radiante gerada pela absorcéo da luz UV do analito de interesse. Através de transformagdes

matematicas do software ha o processamento do sinal 42,
2.5 ANALISE ESTATISTICA E PARAMETROS AVALIADOS

2.5.1 Teste de hipdteses

Os testes de hipoteses se baseiam na escolha e verificacdo de uma suposi¢do de um ou
mais parametros variaveis de uma populagdo. Assumindo a veracidade desse pressuposto, a
hip6tese nula (Ho) é contraposta com a hipotese alternativa (H1) estatisticamente calculando a
probabilidade, em um certo nivel de significancia (a), da hipdtese nula ser fidedigna e poder

ser aceita. Caso isso ocorra, afirma-se que a hipotese nula n3o é falsa [646°],

O nivel de significancia se refere a probabilidade de rejeitar a hipotese nula quando a

mesma ¢ verdadeira. Habitualmente seu valor ¢ fixado em 5% (0=0,05), 1% (a=0,1) ¢ 0,1%

(0=0,01) [651,

Operacionalmente, ap6s a formulacdo das hipoteses e escolha de a, a aplicagdo da
estatistica nos dados varia de acordo com o tipo de teste aplicado (analise de média, de
variancia, Anova, de residuos, etc.). Como consequéncia, o valor obtido e a avaliagdo da
aceitacdo ou rejeicdo da hipotese nula também véo diferenciar de um teste para outro, como

serd apresentado nos proximos topicos 6561,

Porém, independentemente da estatistica do teste, pode-se verificar a veracidade da
hipdtese através da probabilidade de significancia ou p-valor. Assumindo Ho como verdadeira,
0 p-valor indica a probabilidade de se encontrar valores mais extremos do que o observado. Ou
seja, quanto maior o p-valor, menores sdo as possibilidades da Ho ser falsa. O Quadro 4 (pagina

35), sugerido por Fisher, mostra uma escala da natureza das evidéncias a depender de p-valor
[65]
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Quadro 4 — Escala de significancia de Fisher

p-valor 0,10 0,05 0,025 0,01 0,005 0,001
Natureza Muito
da Marginal | Moderada | Substancial Forte forte Fortissima
evidéncia

Fonte: Adaptado de MORETTIN e BUSSAB (2017)

Em um nivel de significancia de 95%, por exemplo, assume-se o p-valor de 0,05. Caso 0
p-valor calculado seja menor de 0,05, a hipotese nula deve ser rejeitada [¢°1. Para aplicacio dos

testes de hipoteses assume-se que os dados apresentam distribuicdo normal.

2.5.2 Regressédo linear simples

As andlises laboratoriais, em sua maioria, sdo realizadas por meio de curvas de calibracdo
e os resultados fornecidos obtém-se pela interpolacdo do sinal analitico. Além disso, na
estatistica € necessario considerar um modelo matematico de organizacdo dos dados para
prosseguir com as avaliacdes pertinentes destes dados. Sendo a pressuposi¢cdo do modelo €
averiguada posteriormente 1 Dessa maneira, torna-se de extrema importancia a
adequabilidade do modelo (linear, exponencial, etc.) aos dados do método utilizado [54.Um dos
modelos mais comumente aplicados aos métodos analiticos é a regressdo linear simples,

representada pela Equacéo 8.
Vi=a+B XX +¢ (8)
Onde:
Y;: variavel dependente estimada pela equacao da regressao;
a: intersecéo;
B: inclinacéo;
X;: variavel independente;
&;: residuo da regresséo.

A variavel X; apresenta valor fixo, ou seja, ndo estd sujeita a variacOes aleatdrias. Em
contrapartida, Y; varia a depender de X;. Em analises cromatograficas, por exemplo, que
apresentam modelo de regressao linear, espera-se que quanto maior a concentracdo do analito
(X;) na solucdo injetada, maior sera o sinal analitico (Y;). Desta maneira, utiliza-se a equacéo

da regressdo para obter o resultado de amostras desconhecidas em um método validado 64651,
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O valor de Y; ¢é influenciado pelo ¢;, 0 quanto Y; se afasta da curva. Esses residuos
possuem valores positivos ou negativos, ou seja, € 0 erro observado caso 0 modelo seja

apropriado. O i-ésimo residuo ¢é dado pela Equagao 9 [6567],
éi ZYi_J,’\ui = 1,2,3..7’1 (9)
Onde, yi é o valor observado e ¥, o valor ajustado pelo modelo.

O comportamento dos residuos pode ser analisado por meio de um grafico plotando-se
0s pares (xi, zi), onde xi é, por exemplo, a concentracao dos pontos de uma curva de calibragao,

e zi 0 residuo padronizado, dado pela Equagio 10 64651,

= Sg (10)

A distribuicao dos pontos no grafico fornece adequacao ou nio dos dados ao modelo
proposto. Idealmente espera-se que os residuos estejam ordenados uniforme e aleatoriamente
em torno do zero sem nenhum ponto discrepante, como indica a Figura 8 (a). Nos demais
graficos percebe-se comportamentos desconformes, como inadequaciao ao modelo (graficos b
e ¢) e tendéncia dos residuos (graficos d, e, f) 4% Este tdltimo aspecto demonstra a

heterocedasticidade dos dados !,

Figura 8 — Exemplos de gréaficos de residuos

¢ £ 4 € 4

.
{a) h ()

.
- . . TS ,-.——.»r-——>

(d) (e) (n

Fonte: Adaptado de MORETTIN e BUSSAB (2017)

Apesar de simples e Util, a observacéo grafica residual ndo € compativel com uma analise
estatistica. Neste contexto, recomenda-se a aplicacdo de testes para a verificacdo da

adequabilidade do modelo e a normalidade e a aleatoriedade dos residuos.
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Quando os residuos se comportam como previsto na Figura 8a, € um indicio de que o
método analitico se adequa ao modelo de regressdo linear simples. Este busca encontrar qual é
a melhor curva que minimiza tais desvios. Uma maneira de realizar isso é através do método
dos minimos quadrados, que objetiva diminuir a soma dos minimos quadrados dos residuos de
Y;. Como resultados deste raciocinio tem-se que a curva mais apropriada passa por a € 8 e seus

valores sdo calculados conforme as Equacdes 11 e 12, respectivamente 64681,

a=y—bx (11)
g = Li=n{(x; =) (yi = ¥)} (12)
Li(x; — %)?

Adotando o modelo de regressdo linear ao método analitico, assume-se as seguintes

premissas que devem ser confrontadas em testes estatisticos ©7:
a) ArelacdodeY; e X; € linear;
b) Os residuos possuem média zero e sdo variaveis aleatorias;
c) Os residuos estdo distribuidos dentro uma curva gaussiana;
d) Os residuos sdo homocedasticos;

e) Os residuos sdo independentes e ndo possuem autocorrelagao.

Um aspecto importante da curva linear sdo os coeficientes de correlacdo, r, e de
determinagdo, 2. Apesar de ambos serem adequados, mas nao suficientes, como indicadores
de linearidade, eles sdo exigidos pela Anvisa em validacdo de métodos analiticos para produtos
farmacéuticos e seus insumos pela RDC n° 166/2017 3. A férmula de r se encontra na
Equagcao 11 [641,

L{xi—0)(i~y)} (11)
([Zixi-0)21[Tivi-7)2]) /2

T =

Valores de r proximos de 1 indicam boa adequacgdo dos pontos a curva linear, mas nao
indica, necessariamente, a adequacio ao modelo 534, Valores abaixo de 0,90 ndo s&o comuns

na quimica analitica 641,

2.5.3 Analise de outliers

Outliers ou valores aberrantes sdo observagdes que se distanciam dos valores da maior

parte dos dados de um conjunto. A origem da discrepancia detectada pode ser a erros aleatorios,
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como falhas no célculo e na dilui¢éo, ou devido a inadequacdo do modelo proposto, sugerindo

a reformulacdo do mesmo ou atestando que os dados ndo obedecem a distribuicdo normal
[64,69,70]

Outro aspecto importante na avaliacdo de outliers € a sua influéncia na estimacao pelos
minimos quadrados, alterando os valores da curva de regressdo inapropriadamente. Quando

proveniente de erros aleatorios, os valores aberrantes s&o excluidos do conjunto de dados [,

O teste de residuo padronizado de Jackknife (Jei), também conhecido como teste dos
residuos estudentizados (ou studentizados), é utilizado para a verificacdo de outliers nos dados
brutos. A estatistica do teste é trabalhada de acordo com a Equagcéo 12 '],

n-p-1 (12)

n-p-r?

Jei =13

Onde:
n — p — 1: nimero de graus de liberdade;
p: nimero de parametros do modelo;

r;: residuo padronizado. No caso especifico do teste de Jackknife, o residuo padronizado € dado

pelas seguintes férmulas das Equacdes 13, 14 e 15.

= Siei (13)
Erro padrio do residuo = S, = S,.s X /1 — hy (14)
Ponto de alavanca = h; = ;1 + (x‘s_—x)z (15)

A exclusdo de algum valor do conjunto de dados ocorre quando Jei € maior que t critico

da distribuicio de tq-w2:n-p-1) 1.

2.5.4 Normalidade

A distribuicdo normal (ou gaussiana) se refere aos dados que se organizam dentro de uma
curva em formato de sino denominada curva normal (ou de Gauss), como mostra a Figura 9
(pagina 39) 121,
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Figura 9 — Curva tipica de uma distribuicdo normal
Y

| X
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Fonte: Adaptado de MILLER, J. N.; MILLER, J. C. e MILLER, R. D. (2018)

A representacdo grafica da figura anterior € obtida pelos valores de média e desvio padrdo
(o) e € caracteriza uma curva normal tipica. Porém, a mesma pode sofrer alteracGes de altura e

largura, como é mostrado na Figura 10.

Figura 10 — Alterag@es da curva normal a depender dos valores de média e desvio padréo

! . - |
0 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7

Média: p=3.5 Média: p=3.,5 Média: p=1.5
Desvio padrao: o =1.5 Desvio padrio: o=0.7 Desvio padrio: o =10.7

Fonte: Adaptado de LARSON e FARBER (2016)

E possivel perceber no gréafico que ha uma diminuigio da frequéncia a medida que o
aumenta. Em casos nos quais a dispersao dos pontos € elevada, 0 ¢ também aumenta e, como

consequéncia, o grafico é representado com uma banda mais larga ['>71,

Dados brutos que ndo apresentam normalidade podem ser matematicamente
transformados (poténcia, quadratica, logaritmica, raiz quadrada, etc.) para adquirirem

distribuicio normal ou préxima do normal [41,

Devido a simetria da curva em torno da média, que coincide com o ponto maximo, a
mediana e a moda possuem 0s mesmos valores. A area total sob a curva vale 1 e representa a
probabilidade de a varidvel assumir valores reais dentro da curva. A distribuicdo de
probabilidade € a seguinte: 68% dos valores estdo entre +1c da média; 95% dos valores estéo
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entre +2¢ da média e 99,7% estdo entre +3c da média. Os valores distantes a mais de 3¢ sdo

outilers 641,

A distribuicao normal também é desejavel para a aplicacdao dos testes estatisticos que,
em sua maioria, presumem a normalidade dos dados, como teste T (Student), teste F, Anova,
regressao linear (residuos), coeficiente de Pearson, entre outros ['>73l. A ndo normalidade afeta

a validade dos testes de hipdtese e dos intervalos de confianga [4].

O teste de Shapiro-Wilk ¢ utilizado para confirmacdo da normalidade dos dados para
grupos amostrais n < 50 a partir da verificagdo da assimetria ou curtose (analise da proeminéncia
da cauda e do pico) da curva de distribuicdo. A estatistica do teste é trabalhada utilizando as
Equacdes 16 e 17 [, Para amostras de distribuicdo normal, valor de W depende apenas do
tamanho amostral e seu valor maximo é de 1 ["],

b® (16)

W=—+———
DHC/O R

Onde b é uma constante determinada pela Equacéo 17:

2 ,
Y2 An—i+1(Xm—i+1) — X)) ,S€ n € par (17)

+1)/2 y .
?:11 )/ ap-1+1(X(n—i+1) — X()), S€ N € impar

b =

O termo a,_;,, Sa0 constantes tabeladas e geradas através das variancias, médias e

covariancias de amostra de tamanho n e distribui¢cao normal [,

O teste de Shapiro-Wilk fornece um teste de Ho na qual os dados sdo normais e a
contrapde com a Hi de que os dados ndo provém de uma distribuicdo normal. A hipdtese nula
¢ rejeitada, para um certo nivel de significancia o, quando W < W¢. O valor critico de W é
tabelado de acordo com o n e a. Ja para W, seu valor maximo ¢ 1 e quanto mais préximo de 0

maior é o indicativo da ndo normalidade dos dados ["®!.

2.5.5 Aleatoriedade dos dados

A autocorrelacdo de dados diz respeito a uma correlacdo previsivel entre a observacéo n
e a observagdo n-1 que ocorre quando o conjunto de dados néo apresenta aleatoriedade. Essa
caracteristica ndao € desejavel, uma vez que influéncia diretamente a variancia. Erros
positivamente autocorrelacionados, por exemplo, subestimam a variancia, tornando o intervalo

de confianga menor e produzindo resultados erréneos nos testes de hipoteses 61,
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O teste de Durbin-Watson verifica a autocorrelacdo de residuos sucessivos a fim de
averiguar a independéncia dos erros e contrapde a hipotese nula de que ndo hé autocorrelacéo
residual com a hipdtese alternativa de que os residuos ndo sao independentes. A estatistica do
teste é trabalhada atendendo a Equacdo 18. A hipotese nula é que ndo ha autocorrelacdo dos
residuos, ou seja, 0s mesmos sao independentes, ps = 0 é confrontada com ps =p (p #0 e p <1),

onde p é o pardmetro de autocorrelagio 67771,

d = Z?:z(ﬁi‘f;——\l)z (18)
i=1€1
Os valores de d sempre estardo entre 0 a 4 e a partir dele é possivel aceitar ou rejeitar a
hipotese nula "8, conforme mostra o Quadro 5. Os simbolos dy e di representam os limites
criticos superior e inferior. Esses valores dependem do nivel de significancia do teste, nimero
de variaveis independentes e o nimero de replicatas e sdo tabelados, podendo também ser

estimados %3,

Quadro 5 — Interpretacdo dos resultados do teste de Durbin-Watson

Hipoteses Valor de d Resultado Hipotese nula
HinGt do<d<dy Teste inconclusivo -
nula:'pl(: e.se_o d<d. H4 autocorrelacdo positiva Rejeitada
$ep= d > dy N&o ha correlagéo Aceita
Hing d=2 Né&o h4 autocorrelacdo Aceita
ipOtese — - ~ — —
. d=0 Perfeita autocorrelacdo positiva Rejeitada
alternativa: Perfeita autocorrelagéo
Hi:p>0 d=4" : ¢ Rejeitada
negativa
Hipotese do<d<dyou . .
nula: Hop=0 | du< 4-d <dy Teste inconclusivo
d<d. ou . « .
HipGtese 4-d < dy Ha autocorrelacao Rejeitada
alternativa: d>dy e X 1z x .
Hi:p0 4-d > dy Né&o ha correlacéo Aceita
Hipotese | 4-dy<d<4- Teste inconclusivo -
nula: Ho:p=0 do
d>4-d. H4& autocorrelacdo negativa Rejeitada
Hipdtese
alternativa: d>4-dy N&o h& correlagéo Aceita
Hi:p<0

* Quanto mais o valor de d se afasta de 2 e se aproxima de 0 ou 4, maior é a autocorrelacdo dos dados.

Fonte: Adaptado de ELLISON, BARWICK e FARRANT (2009) e GOODING e HIBBERT
(2006)
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O teste de Durbin-Watson s6 pode ser realizado para erros que apresentam distribuicdo
normal com média zero e varincia constante. E necessario também que as variaveis

independentes n4o sejam aleatorias [©71,

2.5.6 Analise de Variancia

A variancia (0?) é calculada pelo desvio padrdo ao quadrado. O teste F € utilizado para
comparar duas variancias (o4 e 03) experimentalmente observadas, podendo ser aplicado, por
exemplo, para comparacao de precisdo de métodos analiticos diferentes, de analistas e técnicas

de amostragem. 65661,

Usualmente assume-se que Ho: 0% = 0% e Hi: 64 # 63, porém outras hipoteses alternativas
podem ser aplicadas, como indicado no Quadro 6. A estatistica do teste é alterada nos casos de

analises unilateral ou bicaudal [,

Quadro 6- Hipoteses e estatisticas do teste F

Hipdtese Teste estatistico Caudas Graus de liberdade
Ho: 6% = 63 of 9 2
F = —,paraocf > 2
Hi: 0% # 03 o3 paraoy =~ oz . 5
Ho: G% = O'% 0% 2 2 ™ pard o
. 2 2 F = —,paraci >0 1
Hi:0?2>0 52 s
; 2 1 n, — 1,para o5
HO 01 = 0-2 _ 0_2 2 2
Hi: 02 < o2 F= 0%,para o] > os 1
Fonte: Adaptado de MILLER, J. N.; MILLER, J. C. e MILLER, R. D. (2018) e PINO
(2014)

E observado que valores de Feaicuiado Proximos de 1, indicam a aceitagdo da Ho. Para um
certo nivel de significancia, Ho € aceita para Fcaiculado > Feritico, S€Nd0 este tabelado e dependente
do tamanho amostral, o € o nimero de caudas. O resultado do teste também pode ser verificado
pelo célculo de p-valor nos softwares de estatistica e comparado com o. Valores de Fcaiculado
diferentes de 1 podem ocorrer devido a variancias aleatorias, porém, se o valor for muito

elevado, ha outras causas envolvidas 4.

Apesar de til, o teste F tem a limitacdo de avaliar apenas dois conjuntos de dados ou dois
parametros simultaneamente. Em situacdes que € preciso analisar as influéncias de mais de um
fator isolado em conjuntos de dados diferentes aplica-se a analise de variancia (Anova- do
inglés analysis of variance). Esse teste estatistico permite separar as fontes de variacdo de uma

anélise, como metodologias e analistas diferentes, temperatura e concentracdo, e estimar a
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influéncia desses fatos nos resultados de medicdo. Para a realizagdo do teste é necessario que

os dados sejam normalmente distribuidos 66681,

Uma das aplicacdes do Anova € o teste de significancia da curva de regressdo linear e

avaliacdo do desvio de linearidade com a estatistica do teste F [66.68],

2.5.7 Anélise de médias

O teste T pode ser aplicado para comparar a média de um conjunto de dados com valor
declarado, as médias de dois conjuntos de dados independentes e as amostras pareadas sem
replicatas. Em cada uma das situacgdes, a estatistica do teste varia. Os Quadros 7 e 8 (pagina 44)
resumem as possibilidades e indicam as formulas utilizadas em cada uma delas.

Quadro 7 — Hipoteses e estatisticas do teste T

Tipo de teste Hipdtese Teste estatistico | Caudas | Graus de liberdade (v)
Ho: pf = p3 _ |f—u0|
c02 L2 t= —F— 2
L Hi:pg # 13 sXx+n
Comparar a média
de um conjunto de Ho: p3 = 3 ;= X~ W 1 n—1
dados com valor Hi: p? > 2  sxn
declarado _
Hi:pf <pj sxn
Ho: p2 = 3 -l
2 2 t= 2
Comparar as Ha: pg # u3 Saiff
médias de dois )  —
conjuntos de HO: M1 =12 t= 2 1 Ver Quadro 8
dados Hilpg > 13 Saiff
independentes Ho: 12 = 2 X%
H .2 2 t= S . 1
1 <K diff
Ho: nug =0 | «
. t= g 2 n—1
. Hiipg #0 4
omparar —
= —b;
amostras pareadas Eo: Ha S g = Z((:_’)/n ** 1 n—1
sem replicatas 1 Ha Y
: = (b — a;)
Ho: ug =0 D 1 n—1
Hl: IJ.d < 0 Sa
Vn

*d = a; — b;, d é amédia da diferenca dos dados; S,: € 0 desvio padrio da diferenca dos dados;
** aq; e b; s80 0s dados individuais das amostras pareadas A e B, respectivamente.

Fonte: Adaptado de PINO (2014) e GOODING e HIBBERT (2006)

Para um acerto nivel de significancia, Ho é aceita para tcaiculado > teritico, SENAO este tabelado

e dependente do numero de graus de liberdade, o e o nimero de caudas. O resultado do teste
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também pode ser verificado através do célculo de p-valor nos softwares de estatistica e
comparado com a [¢°],

Quadro 8 — Desvio padréo agrupado e graus de liberdade para comparagdo de
médias de dois conjuntos de dados independentes para o teste T

Tipo de teste Desvio padréo agrupado (S 4fy) Graus dzavl;berdade

Comparar as

médias de dois . .
conjuntos de | ¢ _\](1 1)X(n1—1)>< Si+(np—1) x 53
daiff —

dados ng Ny ng+n;—2 v=n;+n,—2
independentes
com variancias
iguais

Comparar as 5
médias de dois ¥ Y
( 1/n1 + 2/7’12)

conjuntos de
J s =[S LSy -
dados diff = ny n,

s\ (2
independentes <1/n1) (2/112)

com variancias ni—1 T n,—1
diferentes

Fonte: Adaptado de ELLISON, BARWICK e FARRANT (2009) e GOODING e HIBBERT
(2006)
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3 METODOLOGIA

3.1 REAGENTES

Foram utilizados os seguintes reagentes: acido borico PA Vetec (Lote DCBD1524V,),
acido cloridrico PA Quimica Moderna (Lote 11411), amido Synth (Lote 232659), bromato de
potéssio, brometo de potéassio Exodo (Lote 2208094846), carbonato de sédio anidro Merck
(Lote A1396332), catecol Dinamica (Lote 117428), cloreto de potassio Scharlab (Lote
15195002), cloroformio PA Supelco (Lote K54622045), m-cresol Sigma-Aldrich (Lote
BCCJ0391), dicromato de potassio Merck (Lote K50664264), fenil-1-dimeteil-2,3-amino-4-
pirazolona-5-(4-aminoantipirina) Sigma-Aldrich (Lote BCCD7285), fenol PA Exodo (Lote
2010276861), ferricianeto de potassio Exodo (Lote 2006303833), iodeto de potassio InLab
(Lote 856578), hidroxido de sédio PA ACS Cientifica (Lote 202202527), metanol PA Supelco
(Lote 11099709), a-metilestireno Sigma-Aldrich (Lote MKCM3639), tiossulfato de sddio
penta-hidratado Neon (Lote 53282).

A 4agua ultrapurificada e purificada foram purificadas no Laboratério do Servico de
Controle Fisico Quimico da Funed pelo sistema de purificacdo de agua Millipore Integral A-10
TAG SPAFQ-01A com qualificagdo vigente até 11/2023.

3.2 EQUIPAMENTQOS
Foram utilizados os seguintes equipamentos:

— HPLC Shimadzu CBM-20A, com modulo dispensador de solvente LC-20AT, sistema
degaseificador em linha DGU-20A5 e detector UV-VIS com arranjo de diodo SPD-M20A
TAG HPL-00018 com calibragdo vigente até 06/2024;

— HPLC Merck/WRYV Hitachi, amostrador automatico L2200, forno de coluna L2300M e
detector UV/VIS L2400 TAG HPLFQ-02 com calibragdo vigente até 03/2024;

— Balanca analitica Mettler Toledo X 205 DU TAG BALFQ-01A com calibracao vigente até
05/2023;

—  Espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1800 TAG ESPFQ-04A com calibracdo vigente até
04/2024.
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3.3 VALIDACAO ANALITICA

As andlises da validacéo analitica foram realizadas no laboratério do Servigo de Controle
Fisico-Quimico — SCFQ da Fundacdo Ezequiel Dias seguindo as exigéncias da RDC 166/2017
e orientacdes do documento INMETRO-DOQ-CGCRE-008/2003. Foram avaliadas as
seguintes figuras de mérito: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e
limite de quantificacéo.

3.3.1 Anadlise estatistica e critérios de aceitacao

Em todos os ensaios realizados (seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, LD e LQ),
avaliou-se a presenca de outliers e a normalidade e a correlacéo residuais. Outras caracteristicas
estatisticas foram verificadas especificamente em cada um dos pardmetros analiticos e estéo

descritas em cada figura de mérito.
Realizou-se a analise estatistica utilizando o software R™.

Em todos os ensaios, a avaliacdo de outliers foi realizada através do teste de Residuos
Padronizado de Jackknife (0=0,05) para as curvas de calibracdo seletividade, linearidade,
precisdo e exatiddo e limite de quantificacdo. Excluiu-se, no maximo, 22% dos valores obtidos,
considerando que ndo fosse excluida um nivel de curva de calibracio . Nos dados amostrais

que ndo representam uma curva, foi realizado o teste de Grubbs para identificacdo de outliers.

Para a avaliagcdo da normalidade dos residuos, utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk, com
resultados satisfatorios para p-valor maior que 0,05, ou seja, 0s residuos seguem a distribuicdo

normal para um nivel de confianca de 95%.

Em todos os ensaios, avaliou-se a aleatoriedade dos residuos pelo teste de Durbin-
Watson, com resultado satisfatorio compreendido entre dL e 4-dL (0=0,05), ou seja, ndo ha

correlacéo positiva ou negativa entre os residuos.

3.3.2 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade, foram analisadas solug¢des de concentragdes de padrdo de
fenol igualmente espacadas entre 5,0 a 9,0 mg L, correspondentes aos niveis 1 ao 5. A
seletividade ocorreu em duas etapas: na primeira foram comparados os teores de solucdes
padrdo de fenol obtidos com o0 método a ser validado e com outros métodos de quantificacdo
de fenol. Na segunda etapa, comparou-se 0s teores de fenol obtidos de solugfes padrdo e de

solugdes padrao contaminadas com impurezas no método cromatografico a ser validado.
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3.3.2.1 Parte | - Comparacéao de método

Na primeira etapa da seletividade, foram analisadas as solucGes padroes de fenol pelo
método cromatografico a ser validado e por metodologias ja validadas e utilizadas em
laboratério: a titulacdo iodométrica de Kopperchaar (método farmacopeico) e a
espectrofotometria na regido do UV-visivel. Como mostrado esquema da Figura 11 (pagina 48),
utilizou-se as mesmas solucdes estoque nas trés metodologias. A fim de garantir maior nimero
amostral para os testes estatisticos, realizou-se a andlise em quintuplicata de amostras

independentes.

Analisou-se as solugdes em espectrofotometro UV-VIS no comprimento de onda de 546
nm, utilizando cubeta de vidro de 1 cm de caminho dptico, seguindo as instrucdes do

equipamento e utilizando a solucéo branco para zerar o aparelho.

Ja as solucBes em analise cromatografica foram realizadas conforme as condicdes

experimentais descritas no Quadro 9 (pagina 48).

O preparo das solugdes utilizadas para a titulagdo iodométrica de Kopperchaar e a
espectrofotometria na regido do UV-visivel estdo descritas no Apéndice A e B,

respectivamente.

Na titulacdo iodométrica, o célculo de fenol é obtido através da Equagdo 19. Ja na
cromatografia e na espectrofotometria é necessaria uma curva de calibracdo e equacao da reta
para interpolar o valor da area/absorbancia do fenol e mensurar sua concentracdo na amostra

analisada.

(Vp—=Va)Xf:X%1,569 x5000 (19)

% Fenol =
% Px0,25%(100—%H,0)

Onde:
Va: volume gasto de tiossulfato de sddio 0,1 mol L nas amostras, em mL;
Vb: volume gasto de tiossulfato de sddio 0,1 mol L™ no branco, em mL;
fc: fator de correcéo do tiossulfato de sddio 0,1 mol L?;
P: massa da matéria-prima/padrédo, em mg;

% H>0: teor de umidade na matéria-prima/padrao.
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Figura 11— Fluxograma do teste de seletividade gerado no software LucidChart™

Preparo das solucdes estoque de amostra
padrao de fenol

Baldo vol. 100 mL
100,00 mg padrdo » (completar com

de fenol HZO)
. Conc.: 1000 ppm
Andlise * Andlise
espectrofotométrica itulométri
Aliquota 10 mL titulometrica
5mL de :
4-aminoantipirina (ptpeta vol)
—— 0,1% (p/v)e5mL +
tampao borato pH
9,0 Balao vol. 200 mL >
(completar com
{ H,0)
Conc.: 50 ppm +bromo 0,05 mol L*?
Aliquota de 2,8 mL +5,0 mL HCl PA
(pip. y;lulr)ne +5,0 mL KI 20% (p/v)
varidve
* Andlise
Baldo vol. 25 mL cromatografica

ambar

v

Adicionar 1,2 mL
de H,0

\

Adicionar 5 mL de
ferricianeto de
potdssio 5%

v

10 min em abrigo
daluz

\

Leitura UV VIS
546 nm

3,0 mL amido 2% (p/v)
como indicador (adionar
quando a coloragio
permamecer levemente
amarelada)

Fonte: adaptado de SILVA (2023) e Anvisa (2019)

Quadro 9 — Condigdes experimentais da analise cromatografica

Condicao Descricao
Volume de injecéo 20,0 uL
Fase Movel Solucdo isocratica de agua/metanol 50:50 v/v
Taxa de fluxo 1,0 mL/min
Temperatura do forno 35°C
Fase estacionaria Coluna Merck C18, 250 x 4,6; tamanho de particula de 5 um,
tamanho de poro de 100 A, 400 m?/g
Comprimento de onda 270 nm

Fonte: adaptado de SILVA (2023)
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A curva de calibracdo do método cromatogréfico foi realizada de acordo com a diluicéo
de volumes da solucdo padrdo de fenol de 50 mg L?, conforme a Tabela 2, em baldes

volumétricos de 25,00 mL.

Tabela 2 — Preparo das solugGes da curva de calibracdo do método cromatografico.

Nivel Volume da solugdo padréo Concentracéo final de

de fenol de 50 mg L (mL) fenol (mg L)
1 2,50 5,0
2 3,00 6,0
3 3,50 7,0
4 4,00 8,0
5 4,50 9,0

Fonte: adaptado de SILVA (2023)

As solucgdes foram preparadas em balGes volumétricos de 25,00 mL identificados de 1 a
5 correspondentes aos cinco niveis de concentracdo da curva. Adicionou-se, em cada baldo, o
volume aproximado de 15,0 mL de &gua ultrapurificada e, posteriormente, os volumes da
solucéo padrdo de fenol 50 mg L indicados na Tabela 2. Completou-se o volume de todos 0s

baldes volumétricos com agua ultrapurificada e homogeneizou-se 0s mesmos.

Foram preparadas duas curvas de calibracdo do método espectrofotométrico conforme a
Tabela 3. As solugbes foram preparadas em balGes volumétricos ambar de 25,00 mL
identificados de 1 a 5 correspondentes aos cinco niveis de concentracdo da curva, adicionando-
se 0s reagentes na seguinte ordem: tampdo borato pH 9,0, solucdo de 4-aminoantipirina 0,1%
m v1, solugdo padrdo de fenol de 50,00 mg L™, agua ultrapurificada e ferricianeto de potassio

5% m v. Os volumes adicionados de cada solucio estdo indicados na Tabela 3.

Tabela 3 — Preparo das solugdes da curva de calibragdo do método espectrofotométrico

Tampao _ 4-_ N Solugao Ferriciane_to
borato  aminoantipirina padro de Vollume de de potéssio
Nivel PH 9,0 0.1% m v fenol de 50 agua 5% m V!
(mL) (mL) mg L ultrapurificada (mL)
(mL) (mL)
Branco 50 5,0 0,0 5,0 5,0
1 5,0 5,0 2,0 3,0 50
2 5,0 5,0 2,4 2,6 5,0
3 5,0 5,0 2,8 2,2 50
4 50 50 3,2 1,8 50
5 50 5,0 3,6 14 50

Fonte: adaptado de Anvisa (2019)
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Salienta-se que nas solugbes preparadas para leitura espectrofotométrica é formado um
composto fotossensivel pela reacdo entre 4-aminoantipirina e fenol na presenca de ferricianeto
de potassio em pH alcalino. Esse mesmo composto, que sera quantificado, deve ser preservado.

Por isso, apos o periodo de 10 minutos, todas as solucdes foram analisadas imediatamente.

A anélise estatistica consistiu na comparacéao dos teores de fenol obtidos em cada método
(cromatogréfico, titulacdo iodométrica de Kopeerchaar e espectrofotométrico na regido do UV-

visivel). Para isso aplicou-se os testes F e T (Student) para avaliar as variancias e as medias dos

resultados. Detalhes estdo apresentados no Quadro 10.

Quadro 10 — Descrigdo dos testes F e T (Student) realizados na Parte | da Seletividade

Grupos . . .
pos Teste Hipotese nula (HO) Hipotese alternativa (Ha)
amostrais
A variancia do teor de fenol A variancia do teor de fenol
Valores de teor de obtido através do método obtido através do método
fenol obtidos com o | Teste E cromatografico é equivalente cromatografico nao é
método a ser a variancia do teor de fenol equivalente a variancia do teor
validado e os obtido pelo método de fenol obtido pelo método
valores de teor de titulométrico; titulométrico;
fenol obtidos pelo O teor de fenol obtido através | O teor de fenol obtido através
; do método cromatografico ¢ | do método cromatografico ndo
método Teste T . P
titulométrico: (Student) equwal_ente ao teor de fenol é equwa_lente ao teqr de fenol
’ obtido pelo método obtido pelo método
titulométrico; titulométrico;
A variancia do teor de fenol A variancia do teor de fenol
Valores de teor de obtido através do método obtido através do método
fenol obtidos com o | Teste E cromatografico é equivalente cromatografico nao é
método a ser a variancia do teor de fenol equivalente a variancia do teor
validado e os obtido pelo método de fenol obtido pelo método
espectrofotométrico; espectrofotométrico;
valores de teor de - y - ,
fenol obtidos pelo O teor de fenol obtido atraves O teor de fenol obtido atraves
método Teste T do método cromatografico ¢ | do método cromatografico ndo
e equivalente ao teor de fenol é equivalente ao teor de fenol
espectrofotométrico; | (Student) obtido pelo método obtido pelo método
espectrofotométrico; espectrofotométrico;
A variancia do teor de fenol A variancia do teor de fenol
obtido através do método obtido através do método
Valores de teor de . i . . . - < .
fenol obtidos com o | Teste F tltulqrAnet_rlco é equivalente a tlt‘ulom.gtrl(?o ndo é equivalente
método variancia do teor de fenol a variancia do teor de fenol
. e obtido pelo método obtido pelo método
titulométrico e os e e
valores de teor de espectrofotométrico; espectrofotométrico;
. O teor de fenol obtido através | O teor de fenol obtido através
fenol obtidos pelo . . e , . e xS
! do método titulométrico é do método titulométrico ndo é
meétodo Teste T equivalente ao teor de fenol equivalente ao teor de fenol
espectrofotometrico; | (Student) obtido pelo método obtido pelo método
espectrofotométrico; espectrofotométrico;

Fonte: de autoria propria.
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Para um nivel de confianca de 95%, as hipoteses nulas foram aceitas para p-valor > 0,05

e rejeitadas para p-valor < 0,05.
3.3.2.2 Parte Il — Quantificacao de fenol frente as impurezas

Nessa etapa da seletividade, avaliou-se o teor de fenol obtido no método cromatogréafico
em solugdes com padréo de fenol e solu¢Ges com padrdo de fenol contaminadas com impurezas

tipicas dessa matéria-prima e que possuem estrutura quimica similar.

Foram utilizadas as mesmas soluc@es estoque de fenol para os dois tipos de amostra (ndo
contaminada e contaminada com impureza), como indica os esquemas da Figura 12 e Figura
13 (pagina 52) das analises titulométrica e cromatogréfica, respectivamente. A fim de garantir
maior nimero amostral para os testes estatisticos, realizou-se a analise em quintuplicata de

amostras independentes.

Figura 12- Fluxograma da analise titulométrica de comparacdo de método no software LucidChart™

Preparo da amostra contaminada Preparo da amostra Preparo da amostra
com a-metilestireno contaminada com m-cresol contaminada com catecol

Sol. padrao Sol. de Sol. padrio Sol. de Sol. padrao Sol. de
de fenol de a-metilestireno de fenol de m-cresol de de fenol de catecol de
50mg L de 200,0 mg L 50 mg L 200,0 mg L™ 50 mg L't 200,0 mg L™
Aliquota de Aliquota de Aliquota de Alfquota de Aliquota de il i
50,0 mL 5,0 mL 50,0 mL 50ml 50,0 mL i
(pipeta vol.) + (pipeta vol.) ’ (pipeta vol.) ’
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
de 250 mL de 250 mL de 250 mL
Titulagao Titulacdo Titulagdo

Fonte: autoria propria

Preparou-se 4 curvas de calibracdo do método cromatografico, seguindo instrucdes da
Parte | da seletividade e Tabela 3. Essas mesmas curvas devem ser utilizadas para verificar a

linearidade do método a ser validado.
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Figura 13- Fluxograma da analise cromatografica de comparagdo de método no software

LucidChart™
Sol. de Sol. de Sol. de
a-metilestireno catecol de m-cresol de
de 200,0 mg ! 200,0 mg L! 200,0 mg L
Y v v
Aliquota de Aliquota de Aliquota de
40,0 pL 35,0 L 35,0 uL
Sol. padrdo de Aliquota de 15,0
fenol de 50 mg L mL (pipeta vol.)
Aliquota de 3,5 mL
(pip. volume Dai—
variavel) - J

A titulagdo foi realizada adicionando-se 5,0 mL de &cido cloridrico e 50,0 mL de bromo

Fonte: de autoria propria

0,05 mol L " ao Erlenmeyer. O mesmo foi tampado, agitado ocasionalmente durante 20 minutos
e acondicionado ao abrigo de luz por 15 minutos. Posteriormente, adicionou-se 5,0 mL de
iodeto de potassio 20% m vt e 10,0 mL de cloroférmio PA. Titulou-se a solugdo com tiossulfato
de sédio 0,1 mol L * até a coloragdo da solugdo permanecer levemente amarelada, momento
no qual adicionou-se 3,0 mL de solucdo de amido 2% m v. Continuou-se a titulagdo com

agitacdo vigorosa até desaparecimento da coloracdo azul.

Nas amostras analisadas por cromatografia, calculou-se o DPR entre os tempos de
retencdo do fenol no cromatograma das solucdes de amostra padréo de fenol com os tempos de
retencédo de fenol das solucgdes de amostra de fenol contaminada com impureza combinada. O
DPR obtido entre os tempos de retencdo ndo deve ser maior que 2%. Espera-se que 0s picos de
fenol e cada impureza analisada sejam obtidos com resolugéo satisfatdria, ou seja, que 0s picos

sejam distinguiveis entre si.
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Comparou-se os teores de fenol nas amostras padréo de fenol e nas amostras de fenol
contaminada com impureza combinada utilizando-se os testes F e T (Student) para avaliar as
variancias e as medias dos resultados obtidos separadamente em cada uma das metodologias.

Os testes foram aplicados para um nivel de confianca de 95%.

3.3.3 Linearidade

Para a avaliagdo da linearidade, preparou-se 3 curvas de calibragdo do método

cromatografico, seguindo instrucdes da seletividade da Tabela 2.

A verificacdo da regressao e do desvio de linearidade foi realizada pelo teste Anova. Os
critérios de aceitacdo, assim como os demais aspectos analisados na linearidade estdo descritos
no Quadro 11.

Quadro 11 — Parametros avaliados na analise estatistica da linearidade

Parametro avaliado Critério de aceitagao
Avaliacdo da regressdo (teste Fealculado deve ser maior que 0 Feritico (regressao deve
Anova) ser significativa)
Avaliacédo do desvio da Fcalculado deve ser menor ou igual ao Feritico (N0 ha
linearidade (teste Anova) desvio de linearidade)
Coeficiente de correlacéo (r) Acima de 0,990
Coeficiente de determinagao (r?) Acima de 0,980
Coeficiente angular Significativamente diferente de zero.

Fonte: adaptado de Anvisa (2017)

Os dados foram processados no software R™.

3.3.4 Precisdo e Exatidao

A preciséo e exatiddo do metodo foram avaliadas em condi¢des de precisao intermediaria

em dois dias distintos com analistas e cromatdgrafos diferentes, como indica o Quadro 12.

Para cada dia de ensaio, foram analisadas sextuplicatas de solugdes independentes de
concentragdes de 5, 7 e 9 mg L1, correspondentes aos niveis 1, 3 e 5, respectivamente, como é

demonstrado no esquema da Figura 14 (pagina 54). Preparou-se uma curva de calibragdo
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completa, com solugdes dos niveis de 1 a 5, de acordo com as instrugdes da seletividade e

Dia 2

Tabela 2.
Quadro 12 — Resumo das condicdes de analise de precisdo intermediaria
Dial
Analista 1 Experimento 1
Analista 2

Equipamentos

Cromatdgrafo liquido 1

Experimento 2

Cromatdgrafo liquido 2

Fonte: de autoria propria.

Figura 14— Fluxograma dos testes de precisdo e exatiddo gerado no software LucidChart™

Preparo das solucdes estoque de amostra

padrio de fenol

100,00 mg padrio
de fenol

v

Baldo vol. 100 mL
(completar com
H;0)

Conc.: 1000 ppm

v

Aliquota 10 mL
(pipeta vol.)

v

Baldo vol. 200 mL
(completar com
H,0)

Conc.: 50 ppm

Andlise cromatogrifica

Fonte: de autoria propria.
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Elaborou-se o gréfico da curva de calibracdo e, com a equacdo da reta, interpolou-se o

valor da area de cada amostra para mensurar a concentragao de fenol.

As recuperacdes, por nivel de concentracdo, considerando-se os resultados obtidos nos

experimentos 1 e 2 da avaliacdo da precisdo, foram calculadas através da Equacéo 20.

Recuperagdo (%) = w (20)
t

Onde:
Ce: Concentracdo encontrada;
Ct: concentracdo tedrica.

Considerando as concentrac6es das solucdes e o preconizado pelo Apéndice F: Diretrizes
para Requisitos de Desempenho do Método da Associacio de Quimicos Analiticos Oficiais %,
avaliou-se a recuperacdo de fenol nos niveis testados. A recuperacdo foi calculada conforme
indicado no topico 3.4.3, considerando que todos os dados como advindos do mesmo conjunto
amostral. A recuperagdo em cada nivel deve ser compreendida no intervalo de 80 a 110%.

Calculou-se também o DPR por nivel de concentracdo considerando os dados de ambos
analistas como advindos do mesmo conjunto amostral. O valor de DPR deve ser menor ou igual

ao DPR méximo aceitavel de 7,3%.

3.3.5 Limites de Deteccédo e Quantificacédo

Para calcular os limites de detec¢éo e de quantificacdo do método utilizou-se os resultados

obtidos no nivel 1 da curva combinada do teste de linearidade.

O limite de deteccdo e quantificacdo foram calculados conforme as equacdes 5 (pagina
28) e 6 (pagina 29), respectivamente.

A fim de verificar os valores obtidos de limite quantificacdo, foram preparadas 7 solugfes
independentes de padréo de fenol nas concentracdes de LQ, como é apresentado no fluxograma

da Figura 15 (pagina 56). Analisou-se também 7 solugBes com concentragio de 2,00 mg L.

Preparou-se uma curva de calibracdo completa, com solucdes dos niveis de 1 a 5, de
acordo com as instrugdes da seletividade e Tabela 2. Plotou-se o grafico da curva de calibrago
e, com a equacdo da reta, interpolar-se o valor da area de cada amostra para mensurar a

concentracéo de fenol.
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Considerando as concentrac6es das solucdes e o preconizado pelo Apéndice F: Diretrizes
para Requisitos de Desempenho do Método da Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais [¥°!
avaliou-se a recuperacao de fenol nos limites testados, nas quais devem estar compreendidas

entre 80 a 110%. Calculou-se também o DPR que deve ser menor ou igual 7,3%.

Figura 15 — Fluxograma para verificagdo dos LD e LQ gerado no software LucidChart™

Preparo das solugdes estoque de padrao de
fenol

100,00 mg padrio
de fenol

\

- Amostras de fenol
Baldo vol. 100 mL

3,5 L1
(completar com 4> Mme
v H;0) v

a -1
Aliquota de 1,0 mL Conc.; 1000 mg L Aliquota de 1,7 mL

Amostras de fenol
a2,0mgL!

(pip. volume (pip. volume
variavel) variavel)
Y \J
Balio vol. 500 mL Baldo vol. 500 mL
(completar com (completar com
H,0) H,0)
Conc. fenol: 2,0mg L! Conc. fenol: 3,5mg L
\J \J
Filtrar com Filtrar com
membrana PVDF membrana PVDF
0,45 pm 0,45 Um

Y

Transferir para vial
de andlise em
HPLC

\

Transferir para vial
de andlise em
HPLC

Fonte: de autoria propria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SELETIVIDADE - PARTE I: COMPARACAO DE METODO

A avaliacdo da seletividade consistiu na comparacao entre os teores de fenol obtidos de
5 amostras independentes de padrdo nos métodos a ser validado (cromatografico), o método
espectrofotométrico na regido do UV-VIS e o titulométrico (iodometria de
Kopperchaar/método farmacopeico). Através da comparacdo desses resultados, € possivel
verificar se 0 método cromatografico fornece resultados confiaveis da concentracdo do analito

de interesse.

O cromatograma referente ao padrdo de fenol na concentragdo aproximada de 7,0 mg L™

é mostrado na Figura 16.

Figura 16 — Cromatograma do padréo de fenol

q= Fenol
rt: 6,15 min

Fonte: de autoria propria.

O tempo de retencdo do fenol foi em 6,15 minutos. Visualmente percebe-se uma boa
simetria do pico, confirmado pelo tailing fator de 1,18, e sem interferéncia de outras

substancias, comprovado pela pureza de pico de 99,76%.

A cromatografia e a espectrofotometria utilizam a interpolagéo do sinal analitico em uma
curva de calibracdo para mensurar a concentracao do analito nas solugdes analisadas. A Figura

17 (pagina 58) exp0e as curvas utilizadas para o doseamento do fenol nessa etapa da validagéo.
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Figura 17 — Curvas de calibragdo utilizadas para avaliagdo da seletividade

[y
[N

650000 y = 75622x - 23449 ' y =0,112x - 0,0158
R?=0,9998 ° s 1! R? = 0,9997 ®
550000 S 09 °
° S
§ 0.8 °
450000 ° < 07 .
06 o

350000 ——® 05

45 6.5 85 45 55 6,5 75 85 95

Concentragéo (mg L™) Concentracdo (mg L)

(@) Curva do método cromatografico (b) Curva do método espectrofotométrico

Fonte: graficos gerados pelo software Microsoft Excel ©.

O método espectrofotométrico, ja consolidado para a quantificacdo de fenol, atende ao
modelo linear. Como ja era esperado, na Figura 17b, observa-se sua curva de calibracdo em

uma linha de regresséao indicando a relacdo linear, com coeficiente de determinacédo de 0,9997.

Do mesmo modo, 0 método a ser validado demonstra adequabilidade ao modelo linear
(Figura 17a), com r? de 0,9998. Este comportamento também era previsto, uma vez que 0
método cromatografico ja foi validado na mesma faixa de trabalho e mesmas condicfes

experimentais para a quantificacdo de fenol em soros hiperimunes par uso humano [,

As andlises de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e de autocorrelacéo (teste de Durbin-
Watson) dos residuos auxiliaram na avalia¢do das curvas de calibracéo. Os resultados dos testes

estatisticos estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados dos testes estatisticos para avaliacdo das curvas de calibragdo

Critério de -
Teste aceitacao Analise Resultado
. . Cromatogréfica 0,1143
Shapiro-Wilk -valor >0,05 .
P! I P Espectrofotométrica 0.8721
Durbin-Watson valor >0,05 Cromatografica 0.1768
P ' Espectrofotométrica 0.2528

Fonte: de autoria propria.

Os p-valores obtidos em todos os testes, tanto para a andlise da curva de calibragdo

cromatografica quanto a curva espectrofotométrica, foram acima de 0,05, certificando que os
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dados seguem a distribuicdo normal e as variagdes sdo independentes para um nivel de
significancia de 95%. Dessa maneira, as curvas obtidas foram consideradas satisfatorias para o

doseamento do fenol nas amostras analisadas.

Os resultados de teores de fenol das 5 amostras independentes de padrdo de fenol

analisados nos trés métodos sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados de teores de fenol

Amostra  Andlise cromatografica Analise s Analise titulométrica
espectrofotométrica
1 99,98 99,64 99,46
2 100,07 99,20 99,90
3 98,88 98,14 99,41
4 99,90 100,22 99,05
5 99,85 99,34 98,82
Média (%) 99,74 99,31 99,23
DPR (%) 0,49 0,76 0,45

Fonte: de autoria propria.

O doseamento do fenol pela cromatografia apresentou valores préximos aos teores
obtidos através das metodologias ja validadas, indicando o potencial do método proposto em
fornecer resultados confiaveis. Os desvios padrfes relativos também foram similares,
demonstrando baixa variacdo em torno da média nos resultados. Porém, é importante assinalar
que os métodos titulométrico e espectrofotométrico apresentam um nimero de etapas superior
e mais suscetiveis a percep¢do humana do que o cromatografico, como tempo de espera
reacional e visualizacdo de alteracdes de cores, possibilitando o aumento consideravel do DPR

por essas duas técnicas.

Apesar da aparente correspondéncia nos teores de fenol entre as trés metodologias, foi
realizado os testes F e T (Student) no software Microsoft Excel para verificar estatisticamente
a equivaléncia entre as variancias e as médias dos resultados. Os p-valores de cada teste sdo

apresentados na Tabela 6 (pagina 60).

O p-valor do teste F avalia a probabilidade das variancias de dois conjuntos de dados se
sobreporem em uma distribuicdo normal. Todos os p-valores obtidos foram maiores que 0,05,
aceitando-se a hipotese nula (Ho) de que as variancias sdo estatisticamente equivalentes para
uma confiabilidade de 95%.
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Tabela 6 — Resultados de teores de fenol

. -valor para -valor
Métodos comparados Teste ageitagéopde Ho cglculado
Cromatogréfico e Teste F p>0,05 0.754

titulometrico Teste T (Student) p>0,05 0,188
Cromatografico e Teste p>0,05 0:406
espectrofotométrico Teste T (Student) p>0,05 0,319
Espectrofotométrico e Teste F p>005 0,260
titulométrico Teste T (Student) p>0,05 0,961

Fonte: de autoria propria.

Ja o p-valor do teste T verifica a probabilidade de dois conjuntos de dados se sobreporem
em uma distribuicdo normal. Os resultados obtidos de p-valor acima de 0,05 indicam que as
médias dos teores de fenol sdo estatisticamente equivalentes para um nivel de confianca de
95%.

Pela légica pressupdem-se que as trés metodologias possuem equivaléncia estatistica.
Para ratificar essa informacéo, realizou-se também o teste Anova para avaliar, simultaneamente,
os trés conjuntos de dados. Obteve-se p-valor de 0,438, aceitando-se a hipo6tese nula de que 0s
resultados possuem equivaléncia estatistica entre si para 95% de confianca. A média geral foi
de 99,46% de fenol e o DPR de 0,58%.

Respaldado pelos resultados apresentados, constata-se que o método cromatografico
proposto é capaz de fornecer sinal analitico de maneira seletiva para o analito fenol, sendo
possivel dar continuidade a avaliacdo dos demais parametros da validacao.

4.2 SELETIVIDADE - PARTE II: QUANTIFICACAO DE FENOL FRENTE A
IMPUREZAS

Foram analisadas algumas amostras padrdo de fenol contaminadas com as impurezas
catecol, m-cresol e a-metilestireno. Suas estruturas quimicas sdo exibidas na Figura 18 (pagina
61).
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Figura 18 — Estruturas quimicas das impurezas a-metilestireno, catecol e m-cresol. Estruturas feitas no
software ChemSketch®.

CH, OH OH

CH

a-metilestireno Catecol m-cresol

Fonte: de autoria propria.

O fenol pode apresentar, ao fim da sua producdo, outras impurezas, por exemplo a
acetona, o cumeno, o isopropanol e a acetofenona, como foi apresentado no topico de revisao
bibliografica sobre este analito. A escolha das substancias indicadas na Figura 19 se deu pela
similaridade estrutural em relacdo ao fenol, a disponibilidade do valor de compra e entrega dos

reagentes em tempo habil.

Os comportamentos observados dos métodos titulométrico e cromatografico em relacéo

ao doseamento de fenol na presenca de impurezas estdo descritos nos topicos seguintes.

4.2.1 Andlises realizadas no método titulométrico

Foram analisadas triplicatas de amostras independentes de padréo de fenol contaminadas

individualmente com as impurezas nas concentracdes mostradas na Tabela 7.

Tabela 7 — Percentagem massica de impureza em cada amostra

Percentagem massica de impureza adicionada em cada replicata (%0)

Impureza

1 2 3 4 5 6 7 8 9
oo 163 1,70 1,70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
metilestireno
m-cresol 0,00 0,00 0,00 2,05 1,82 1,83 0,00 0,00 0,00
catecol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 201 2,16 2,08

Fonte: de autoria propria.

A percentagem massica de cada impureza nas replicatas variou devido ao preparo das
amostras. Foram preparadas 9 solug6es independentes de fenol com a adi¢do de volumes iguais
de solucdo estoque de impureza nas triplicatas de cada impureza. Os resultados de teores de
fenol em cada uma das titulagdes sdo mostrados na Tabela 8 (pagina 62).
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Tabela 8 — Teores de fenol (%) das amostras de titulacdo para comparacéo de método

Padrao de Fenol com a-
fenol puro metilestireno Fenol com m-cresol Fenol com catecol
99,46 99,64 100,29 100,81
98,71 100,22 100,90 101,48
99,90 99,97 101,47 99,82
99,41 - - -
98,82 - - -
99,05 - - -
Média g9 23 99,94 100,89 100,70
DPR 0,452 0,29 0,59 0,83

Fonte: de autoria propria.

Os valores de DPR demonstram baixa oscilacdo dos resultados sdo redor da media, sendo
considerados satisfatorios. Os teores de fenol encontrados para as amostras contaminadas com
m-cresol e catecol estdo acima da faixa de especificacio de 99,0 a 100,5% . Era esperado que
os valores de doseamento se mantivessem dentro da faixa apresentada, uma vez que a amostra

foi preparada a partir de um padrao de fenol certificado.

Considerando o teor de fenol do padrdo de 99,23% obtido pela anélise titulométrica e
comparando este resultado com os valores de 100,89 (fenol na presenca de m-cresol) e 100,70%
(fenol na presenca de catecol), é perceptivel um incremento do teor de fenol de 1,66 e 1,47%

respectivamente.

Devido a similaridade da estrutura quimica das impurezas adicionadas em relacdo ao
analito, investigou-se a possibilidade de as mesmas reagirem em concomitancia ao fenol

durante o seu doseamento. Isso explicaria 0 aumento dos teores na presenga das impurezas.

No doseamento de fenol pela titulagcdo de Kopperchaar, o analito reage com o bromo e o
excesso deste interage com o iodeto formando o iodo. Este € reduzido pelo agente titulante até
0 ponto final da titulacdo e a quantificacdo de fenol se da indiretamente. Ou seja, se no meio
reacional houver outras substancias que também possuem sitios ativos que podem reagir com
0 bromo, o teor de fenol calculado também ir4 considerar a reagcdo o bromo consumido pela

reacdo paralela.

A reacdo entre o bromo e o fenol ocorre por uma substituicdo eletrofilica aromatica. O

mecanismo geral dessa reacdo é mostrado na Figura 19 (pagina 63).
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Figura 19 — Mecanismo geral da reacdo de substituicéo eletrofilica aromatica.
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Fonte: Adaptado de SOLOMONS e FRYHLE (2012)

O bromo, na presenca de um &cido de Lewis, como o acido cloridrico, forma o eletréfilo
Br*. Este ataca o sistema = do anel formando um carbocéation ndo aromatico, o ion arénio. O
anion derivado do eletréfilo remove um préton do carbono diretamente ligado ao bromo. O par
de elétrons é entdo integrado ao sistema =, hibridizando o carbono novamente a sp? e retornando

a configuracéo inicial e mais estavel do anel [,

Diante do mecanismo apresentado, é nitido perceber que as impurezas analisadas também
possuem sitios ativos que podem interagir com o bromo formando derivados substituidos.
Dessa maneira, essas impurezas podem ser erroneamente quantificadas como fenol durante o
doseamento da matéria-prima. Esse pressuposto é confirmado pela literatura, que apresenta
estudos utilizando a titulagio iodométrica de Kopperchaar para verificar o teor do m-cresol [~
8l O catecol na presenca de bromo em meio acido também sofre bromagao podendo formar

4,5-dibromocatecol ou 3,4,5-tribromocatecol 89,

Apesar do a-metilestireno também apresentar sitio ativo passivel de sofrer reacdo de
bromacdo, ndo foram encontrados estudos que avaliaram a sua bromacdo em condicdes
experimentais similares. Porém, devido ao incremento de 0,71% do teor de fenol na amostra

contaminada com a-metilestireno, é plausivel sua bromacéo.

Torna-se evidente a interferéncia de substancias de estrutura quimica similar ao fenol para
sua quantificacdo através da titulacdo iodométrica de Kopperchaar, fornecendo resultados de

teor do analito acima do que corresponde a realidade experimental.

4.2.2 Andlises realizadas no metodo cromatografico

Analisou-se cinco amostras independentes de padréo de fenol puro e contaminadas com

as impurezas nas concentragcdes mostradas na Tabela 9 (pagina 64).
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Tabela 9 — Percentagem méssica de impureza nas amostras para cromatografia

Impureza adicionada (%0)

Replicata Individual (%) Total (%)

a-metilestireno 0,96

1 m-cresol 0,95 2,93
catecol 1,03
a-metilestireno 0,85

2 m-cresol 0,84 2,61
catecol 0,91
a-metilestireno 0,86

3 m-cresol 0,85 2,62
catecol 0,92
a-metilestireno 0,86

4 m-cresol 0,85 2,64
catecol 0,92
a-metilestireno 0,90

5 m-cresol 0,89 2,75
catecol 0,97

Fonte: de autoria propria.

Devido ao fato de o0 método cromatografico ser baseado na separacdo de compostos, as
amostras foram preparadas com solu¢cdes combinadas das impurezas, visto a capacidade de
separacdo dos picos da técnica. Os cromatogramas individuais e com fenol sdo apresentados

nas Figuras 20, 21 (pagina 65) e 22 (pagina 65).

Figura 20 — Cromatograma do catecol

Catecol
t: 4,31 min

Fonte: de autoria propria.
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Figura 21 — Cromatograma do m-cresol
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\

Figura 22 — Cromatograma da amostra de fenol contaminado com impureza combinada

Fonte: de autoria propria.
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t: 9,47 min

Fenol 6,333 544538

Cresol 8,740 12555

Fonte: de autoria propria.
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O catecol e m-cresol foram detectados com uma boa resolucdo em relagéo ao pico de

fenol, evidenciando a separacdo dessas substancias. Ja 0 a-metilestireno nao foi detectado nas

condicBes experimentais testadas. Foi realizado um teste com tempo de corrida trés vezes

maior, contudo ndo foi promissor para identificar seu tempo de retencao.

Analisou-se, primeiramente, o tempo de retencao referente ao pico do fenol. Os valores
estdo expostos na Tabela 10 (pagina 66).
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Tabela 10 — Tempo de retengdo do fenol

Amostra de padréo Amostra de padrdo

Replicata de fenol contaminado
de fenol puro )
com impureza
1 6,313 6,304
2 6,333 6,320
3 6,126 6,327
4 6,207 6,333
5 6,233 6,327

Fonte: de autoria propria.

Como ¢ observado, o tempo de retencao de fenol apresentou pouca divergéncia entre as
amostras de padrdo puro em relacéo as amostras contaminadas com impureza combinada. Pelo
teste T (Student), calculou-se um p-valor de 0,100, indicando que as médias sao estatisticamente
equivalentes para uma confiabilidade de 95%.

Os resultados de teores de fenol obtidos em cada uma das amostras sdo mostrados na
Tabela 18.

Tabela 11 — Teores de fenol para as amostras de padréo e padrdo contaminado

Teores de fenol (%0)

Replicata Padrio de fenol Fer_10| contaminado anol contaminado
considerando apenasa  considerando a massa de
puro massa de fenol fenol + impurezas
1 99,62 97,41 94,55
2 99,26 95,42 92,93
3 99,21 96,34 93,81
4 95,67 94,16 91,68
5 99,21 89,51 87,04
MEDIA (%) 99,33 94,57 92,00
DPR (%) 0,20 3,25 3,23

Fonte: de autoria propria.

O valor de 95,67% para o teor de fenol da replicata 4 de padréo puro foi considerado
outlier pelo teste de Grubbs e eliminado do grupo de dados para analise estatistica e calculo da
média.

A terceira coluna da Tabela 11 mostra os teores de fenol calculados considerando apenas
a massa de fenol. Era esperado que os resultados fossem equivalentes aos teores de fenol pela
andlise das amostras de padrdo puro, ou seja, que a recuperacdo do analito fosse de proximo a

100%, o que ndo se sucedeu. A diferenca entre as médias foi de 4,76% a menos de fenol nas
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amostras contaminadas. No teste T, o p-valor calculado foi de 0,026, evidenciando a
divergéncia entre os teores para um nivel de confianca de 95%.

A quarta coluna da Tabela 11 exibe os teores de fenol calculados considerando as massas
de fenol e de cada impureza adicionada, considerando a percentagem de cada uma delas
descritas na Tabela 16. Esperava-se dois comportamentos em relacfes a esses resultados. O
primeiro deles é de que o teor de fenol diminuisse, ou seja, 0 método proposto é capaz de

oferecer um sinal analitico menor na presenca de possiveis impurezas, tal como ocorreu.

A segunda indagacdo era de que os teores de fenol de cada replicata somados ao
percentual de impurezas adicionadas resultasse em valores equivalentes aos teores de fenol
obtidos pela anélise das amostras de padrdo puro. Porém, os célculos fornecem valores

andmalos, como é mostrado na Tabela 12.

Tabela 12 — Soma dos teores de fenol e percentuais de impureza adicionada em cada replicata de
amostra analisada

Replicata Teor de fenol (%) Impureza adicionada (%0) Soma (%)
1 94,55 2,93 97,48
2 92,93 2,61 95,54
3 93,81 2,62 96,43
4 91,68 2,64 94,32
5 87,04 2,75 89,79
MEDIA 92,00 2,71 94,71

Fonte: de autoria propria.

Os valores referentes a quarta coluna da Tabela 19 deveriam ser equivalentes aos teores
de fenol de padréo, porém a diferenca entre as médias desses grupos foi 4,62% a menos de fenol

nas amostras contaminadas.

Ha& duas possiveis causas que justificam a diminuicdo do teor de fenol na presenca de
impurezas. Devido a similaridade de suas estruturas, existe a possibilidade de a interagdo entre
as mesmas ocasionar em um carreamento simultaneo. Ou seja, uma pequena quantidade de
moléculas de fenol que interagiram com a impureza catecol sdo identificadas como catecol. Da
mesma maneira, uma pequena quantidade de moléculas das impurezas poderia ser transportada
junto com o fenol. Esse tipo de interacdo pode ocorrer, ainda que 0s cromatogramas apresentem
picos que visualmente ndo coeluem. Como consequéncia, a pureza dos picos decairia. A
segunda possivel causa para a diminuig&o do teor de fenol nas amostras de impureza combinada

¢ a ocorréncia de reacgdes paralelas.
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A fim de avaliar as hipoteses levantadas, foram analisadas amostras de padréo de fenol
contaminadas em diferentes concentragc0es de impurezas, entre a faixa de 0,10% a 0,90%. Essa
faixa corresponde ao limite de residuos ndo volateis aceitos pela Farmacopeia Brasileira para a
matéria-prima fenol 1, de 0,05%, e o valor maximo de impureza aceito pelo mesmo compéndio
para a matéria-prima fenol. Os resultados de teor de fenol e pureza do pico para cada solucéo
analisada est&o descritos na Tabela 13.

Tabela 13- Teores de fenol e pureza de pico para solugdes contaminadas de 0,10% a 0,90%

Replicata Teor de impureza (%) Teor de fenol (%) Pureza do pico (%0)

1 0,10% 99,03 100,00%
2 0,30% 100,62 100,00%
3 0,50% 99,91 100,00%
4 0,70% 100,08 100,00%
5 0,90% 100,73 100,00%
MEDIA - 100,07 100,00%

Fonte: autoria propria

Foi obtido uma média de 100,07% de teor de fenol. Esse valor estd mais coerente com 0s
resultados de doseamento para o padrdo. Quando se avalia esse conjunto de dados, pelo Teste
T, com os teores de fenol obtidos na Seletividade — Parte | (Tabela 5, pagina 55), obtém-se um
p-valor de 0,394, indicando que os resultados sdo estatisticamente equivalentes para um nivel
de confianca de 95%.

Em relacdo a pureza do pico, € observado as impurezas ndo interferiram na coeluicédo dos
picos por carreamento simultdneo entre as mesmas e o analito na faixa de concentracdo
analisada de 0,10 a 0,90%.

Diante dos novos resultados, foram analisadas 6 amostras de solucGes independentes de
fenol contaminadas com impureza combinada na concentragéo de 1,00%, o limite estabelecido
pela Farmacopeia Brasileira para a matéria-prima fenol [4l. Os resultados de teor de fenol e

pureza do pico para cada solucéo analisada estdo descritos nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 14 - Teores de fenol e pureza de pico para solugdes de padréo de fenol puro

Amostra Replicata Teor de fenol (%) Pureza do pico (%)
1 98,78 99,99
2 98,63 100,00
_ Solugbes 3 99,69 100,00
independentes
de fenol puro 4 99,65 100,00
5 102,82 100,00
6 99,82 99,99

Fonte: autoria propria
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Tabela 15 - Teores de fenol e pureza de pico para solugdes contaminadas a 1,00%

Amostra Replicata Teor de fenol (%) Pureza do pico (%)
1 99,27 100,00
Solucgdes 2 99,17 99,99
independetes de 3 99 51 99 99

fenol ' ’

contaminado 4 101,71 100,00
com impureza 5 95,10 99,99
6 101,53 99,99

Fonte: autoria propria

Como pode ser observado nas tabelas anteriores, os teores de fenol quanto os valores de
pureza de pico para as solugdes de padrdo de fenol puro e contaminadas apresentam
similaridades visiveis.

Comparando-se, através do Teste T, os conjuntos de dados de teores de fenol dos dois
tipos de amostras, obtém-se p-valor de 0,663, evidenciando a correspondéncia estatistica entre
as médias dos valores de quantificagdo de fenol para um nivel de confianca de 95%.
Comparando-se, da mesma maneira, a pureza do pico, obtém-se um p-valor de 0,749.

A Farmacopeia Brasileira estabelece um limite inferior de teor de fenol para a matéria-
prima de 99,0%. Avaliando-se solucBes independentes de fenol contaminadas com impureza a
1,00%, foi possivel constatar que a presenca de impurezas, nas condi¢Ges analisadas, ndo
interfere na quantificagdo do fenol. Os resultados de doseamento foram estatisticamente
equivalentes as solucbes de padrdo puro e a pureza do pico do analito se manteve acima de
99,99%, tanto nas solucdes de concentracdo de 0,10 a 0,90%, quanto nas amostras de 1,00% de
impureza.

Diante dos resultados apresentados para a avaliagdo da quantificacdo de fenol frente as
impurezas, € coerente afirmar que o método cromatografico proposto é capaz de fornecer sinal
analitico seletivo do fenol na presenca das impurezas catecol, m-cresol e a-metilestireno nas

condicBes cromatograficas apresentadas.

4.3 LINEARIDADE

A avaliacdo da linearidade verifica a adequabilidade do método analitico proposto ao
modelo linear simples, ou seja, se os sinais fornecidos pelo detector do HPLC sdo diretamente

proporcionais & concentracdo do fenol dentro da faixa de trabalho estabelecida.
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Foram analisadas, aleatoriamente, trés curvas de calibracdo independentes com os cinco
niveis de concentracio (5, 6, 7, 8 € 9 mg L) de maneira combinada. As respectivas

concentracgdes teoricas e area obtidas de cada solucao sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16— Curvas de calibragéo utilizadas na avaliagéo da linearidade

Nivel / Replicata Concentracéo teérica (mg L) Area
1 replicata 1 5,71 413344
1 replicata 2 5,37 376116
1 replicata 3 5,18 361949
2 replicata 1 6,85 478567
2 replicata 2 6,44 412418
2 replicata 3 6,22 439206
3replicata 1 7,99 590158
3 replicata 2 7,52 524158
3 replicata 3 7,26 511835
4 replicata 1 9,13 650576
4 replicata 2 8,99 608856
4 replicata 3 8,29 591222
5 replicata 1 10,27 753953
5 replicata 2 9,67 675534
5 replicata 3 9,33 658256

Fonte: de autoria propria.

Os valores obtidos de area para cada nivel e concentracao tedrica de fenol exibem, em
quase a totalidade dos dados, correlacdo logica de grandeza. A partir dos dados da Tabela 7,
elaborou-se um gréfico com a curva analitica combinada das trés curvas individuais analisadas.

O grafico esta apresentado na Figura 23 (pagina 71).

A analise visual do gréafico ndo apresenta carater comprobatorio, porém é recomendado
utilizar a mesma como avaliacdo inicial para verificar a possivel adequabilidade do método
analitico ao modelo matematico proposto. Como pode ser observado no grafico da Figura 23
(pagina 71), apesar da presenca de pontos que indicam a possibilidade da presenca de outliers,
percebe-se um comportamento linear crescente, sendo um indicativo de que a resposta analitica

se encaixa no modelo linear.

A analise visual do grafico ndo apresenta carater comprobatorio, porém é recomendado
utilizar a mesma como avaliagéo inicial para verificar a possivel adequabilidade do método
analitico ao modelo matematico proposto. Como pode ser observado no grafico da Figura 23

(péagina 71), apesar da presenca de pontos que indicam a possibilidade da presenca de outliers,
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percebe-se um comportamento linear crescente, sendo um indicativo de que a resposta analitica

se encaixa no modelo linear.

Figura 23 — Curva de calibragdo obtida para o teste de linearidade
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Fonte: grafico gerado pelo software Microsoft Excel ®.

Outra analise visual grafica importante € a elaboracéo do gréfico de residuos, que mostra
a diferenca entre as areas previstas pela curva de calibragdo e as areas obtidas no cromatograma.
Utilizou-se os dados das trés curvas de calibracdo para realizar essa avaliacdo. O gréafico é

mostrado na Figura 24.

Figura 24 — Residuos da regresséo linear da curva de calibragéo da linearidade
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Fonte: grafico gerado pelo software Microsoft Excel ®.

No grafico apresentado na figura anterior, verifica-se a distribui¢do uniforme e aleatoria

dos residuos ao longo da faixa de concentracao do analito. Essa analise indica que ndo ha uma
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tendéncia visualmente perceptivel entre os valores da abscissa e os residuos, demonstrando que

0s residuos sdo aleatoérios.

A avaliacao visual dos residuos foi corroborada pelo teste de Durbin-Watson, que avalia
a autocorrelacao dos residuos. Obteve-se um p-valor de 0,3952, aprovando a hipdtese nula de
que as variagOes observadas nos dados ndo séo correlacionadas, em um nivel de significancia
de 95%.

Analisou-se também a presenca de outliers e normalidade dos dados da Tabela 16 (pagina
70). No teste de residuos padronizados de Jackknife, foi identificado o outlier da replicata 2 do
nivel 2, correspondente a concentragio de 6,44 mg L™ e & area de 412418. Apesar da presenca
do mesmo, a avaliacdo da normalidade dos dados, pelo teste de Shapiro-Wilk, e autocorrelagédo
dos residuos, foram satisfatérios. O p-valor do teste de Shapiro-Wilk foi de 0,1576,
demonstrando que os dados estdo dentro da distribuicdo normal com confiabilidade de 95%.
Dessa maneira, o outlier encontrado pelo teste de Jackknife pode ser mantido no conjunto de
dados, uma vez que ndo interferiu nas caracteristicas de normalidades e autocorrelacdo

desejadas %1,

Outro teste de analise residual realizado foi o de Brown-Forsythe para avaliacdo da
homocedasticidade dos dados. Obteve-se um p-valor de 0,7699 aceitando-se a hipétese nula de
que os dados sdo homocedasticos.

Os dados da curva combinada de linearidade foram avaliados pelo teste Anova a fim de
verificar se 0 modelo linear se ajusta ao método. Os resultados estdo apresentados na Tabela
17.

Tabela 17 — Parametros avaliados no teste Anova para linearidade

Teste Critério de aceitagéo Resultado
Anova (avaliagdo da regressao) >2401 842,19
Anova (desvio de linearidade) <2401 3,32x 1072
Coeficiente de correlagéo r>0,990 0,9920
Coeficiente de determinagéo r2> 0,980 0,9848

! Feritico tabelado para um nivel de confianca de 95%.
Fonte: de autoria propria.
Para a avaliacdo da regressao considerou-se como hipétese nula de que ndo existe relagcdo
linear entre as varidveis area e concentracao de fenol e 0 modelo linear simples ndo é adequado
ao método proposto. A Ho € rejeitada para Fealculado > Feritico , COMO 0 Vvalor de F obtido foi de

842,19 rejeita-se a Ho em favor da Hi de que a relacdo linear entre as variaveis sdo validas e
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lineares para 95% de confiabilidade. O desvio de linearidade também foi avaliado com o valor
de Fealculado, S€NAO este obtido de 3,32 x 103, Como Fealculado < Feritico aceita-se a hipotese nula de
que ndo ha desvio de linearidade para o nivel de significancia avaliado. Em relacdo aos
coeficientes de correlacéo e de determinacdo foram encontrados os valores de 0,9920 e 0,9848,
respectivamente. Os mesmos atendem aos requisitos atualmente preconizados, por isso foram

considerados satisfatorios.

Com base nas informacdes apresentadas, € possivel assegurar que 0 modelo de regressédo
linear simples se adequa a metodologia de doseamento da matéria-prima fenol nas condicdes

experimentais avaliadas.

4.4 PRECISAO E EXATIDAO

A avalicdo da precisdo e da exatidao ocorreu em condi¢6es de precisao intermediaria com
a analise de sextuplicatas de amostras independentes de padrdo de fenol nas concentragdes de
5,7 e 9 mg L, correspondentes aos niveis 1, 3 e 5, respectivamente. A analise foi realizada
por dois dias diferentes com analistas e cromatdgrafos distintos. As duas curvas de calibracdo

obtidas pelos experimentos 1 e 2 sdo mostradas na Figura 25.

Figura 25 — Curvas de calibracdo utilizadas para a avalicdo da precisdo e da exatidéo
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Fonte: graficos gerados pelo software Microsoft Excel ©.

A aprovacdo anterior dos pardmetros avaliados na linearidade permite utilizar o
coeficiente de determinacgdo para assegurar a confiabilidade das curvas. Como observado na
Figura 25, os coeficientes de determinacdo de ambas as equac6es foram maiores que 0,999, se
adequando o valor requerido (maior ou igual a 0,980). As curvas de calibragdo foram utilizadas,
entdo, para calcular os teores de fenol dos experimentos 1 e 2 e seus respectivos valores de

recuperacdo. Os resultados sdo mostrados na Tabela 18.
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Tabela 18 — Resultados dos experimentos 1 e 2 para avaliagdo da preciséo e exatiddo

Experimento 1

Experimento 2

Nivel/  Conc. conc. . Conc. conc. .
Replicata tedrica  Area real Recu(g/eogagao tedrica Area real Recu(g/i;agao
(mg L) (mg L) (mg L) (mg L)
11 5,25 377579 515 98,18 5,10 48743 5,03 98,68
1.2 4,70 346305 474 100,88 4,83 46173 4,76 98,61
1.3 4,83 358918 4,91 101,53 5,39 52143 5,38 99,86
14 5,65 421096 5,73 101,38 5,28 51301 5,29 100,17
15 5,96 438681 5,96 100,08 5,65 54492 5,62 99,46
1.6 4,77 351888 4,81 100,98 512 50087 517 100,98
3.1 7,35 550273 7,44 101,20 7,13 68508 7,06 98,91
3.2 6,58 482356 6,54 99,40 6,77 64924 6,69 98,88
3.3 6,77 497278 6,74 99,55 7,54 72625 7,48 99,20
3.4 7,91 591474 7,98 100,88 7,40 71581 7,37 99,69
3.5 8,34 620110 8,36 100,24 7,91 76368 7,86 99,42
3.6 6,67 495196 6,71 100,52 7,16 70118 1,22 100,82
5.1 9,45 695317 9,36 99,00 9,17 88361 9,09 99,14
5.2 8,46 633091 8,53 100,87 8,70 83391 8,58 98,69
5.3 8,70 650654 8,76 100,74 9,69 93741 9,65 99,51
5.4 10,17 747593 10,05 98,75 9,51 92379 9,51 99,98
55 10,72 796058 10,69 99,66 10,17 98137 10,10 99,29
5.6 8,58 632968 8,53 99,41 9,21 90343 9,30 100,95

Fonte: de autoria propria.

Apesar da avaliacdo da precisdo e exatiddo utilizar os valores de recuperacéo dos dois

conjuntos de dados como procedentes do mesmo grupo amostral, € possivel observar que as

informac@es apresentadas na Tabela 9 ndo indicam a presenca de outliers ou resultados fora do

intervalo de interesse (entre 80 a 110%). O teste de residuos padronizados de Jackknife

confirmou a auséncia de dados discrepantes.

Analisou-se também a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a autocorrelagéo (teste de

Durbin-Watson) dos residuos. Os resultados dos testes estdo descritos na Tabela 19.

Tabela 19 — Resultados dos testes estatisticos para avaliagdo da precisédo e exatiddo

Teste Crltgrlo~de Analise Resultado
aceitacao
Experimento 1 0,5384
Shapiro-Wilk p-valor >0,05 P .
Experimento 2 0,1341
) Experimento 1 0,4434
Durbin-Watson -valor >0,05 .
P Experimento 2 0,2863

Fonte: de autoria propria.
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Os p-valores obtidos foram acima de 0,05, indicando que as varia¢Ges sdo independentes
e 0s dados seguem a distribuicdo normal para um nivel de confianca de 95%. Considerou-se,
entdo, as informacdes da Tabela 9 como satisfatorias para realizar a avaliagdo da preciséo e

exatiddo do método.

Utilizou-se os resultados por nivel dos dois experimentos para calcular os valores de DPR
e recuperacgdo geral por nivel (conjunto de 12 dados/nivel). Os resultados estdo expostos na
Tabela 20.

Tabela 20 — Resultados de DPR e recuperacéo para avaliagdo de preciséo e exatiddo

DPR DPR 1 .
Nivel  Experimentol  Experimento 2 DPI(?O/E)])e ral  Mediade (Zi)%uperagao
(%) (%)
1 1,24 0,91 1,14 100,07
2 0,71 0,73 0,81 99,89
3 0,89 0,79 0,81 99,67

Fonte: de autoria propria.

Os valores de DPR por experimento para os trés niveis de concentragcdo apresentam
similaridades, indicando a robustez do método em manter dispersbes dos resultados
semelhantes apesar da variacdo de analista, marca e modelo de cromatografo e dia de analise.
Assim como os valores de DPR por experimento-nivel, os dados de DPR geral também
apresentaram resultados adequados, abaixo de 7,3%. As médias de recuperacdo por nivel
variaram entre 99,67 a 100,07%. Estes se encontram dentro da faixa esperada de 80,0 a 110,0%

1551 para as concentracdes de fenol analisadas.

Considerando os resultados expostos, verifica-se que 0 método cromatografico proposto

é capaz de fornecer um sinal analitico preciso e exato para a quantificagdo do analito fenol.

45 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O calculo para determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo foi realizado
conforme as 5 (pagina 28) e 6 (pagina 29), respectivamente, utilizando o coeficiente angular da
curva de calibracéo obtida na avaliacdo da linearidade e o desvio padréo entre os dados do nivel

1 da mesma curva. Os resultados de LD e LQ s&o mostrados na Tabela 21 (pagina 76).
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Tabela 21 — Resultados dos limites de quantificacéo e deteccdo tedricos

Limite quagao Desvio padréo Coeficiente Resultado (mg L)
utilizada angular
Deteccdo LD = 33 X0 1,18
Ic 26545,79 74347
Quantificacdo LQ= 10 xo 3,57

IC

Fonte: de autoria propria.

Os valores tedricos de LD e LQ, 1,18 e 3,57 mg L™ respectivamente, foram considerados
elevados quando comparados a limites encontrados na literatura de 0,38 para deteccdo e 1,11
mg L para quantificacio [,

A validacdo do método proposto neste trabalho tem por objetivo o doseamento da
matéria-prima fenol. Na rotina laboratorial € incomum o recebimento deste reagente em baixas
concentragdes, tornando o célculo tedrico para determinacgdo do LD suficiente para a aplicacdo
na qual se propde o trabalho.

No limite de quantificagdo foi verificado a concentragio aproximada de 3,57 mg Lt e
testado a concentracéo de 2,00 mg L. Foram analisadas as recuperagdes e valores de DPR de
6 amostras independentes nas duas concentracdes a partir da interpolacdo da curva analitica da
Figura 26.

Figura 26 — Curva de calibragdo utilizada para avaliacdo do limite de quantificacdo

750000
.
=76870x - 6112,3

650000 Y '

B R2=09999  .®

S 550000 o
450000 e
350000

45 55 65 75 85 95
Concentragdo (mg L)

Fonte: grafico gerado pelo software Microsoft Excel ®.

No teste de Shapiro-Wilk o p-valor calculado foi de 0,4757. J& no teste de Durbin-Watson
o0 p-valor encontrado foi de 0,6816. Tais valores de probabilidade aprovam a hipdtese nula de
que a curva apresenta dados normais e residuos ndo correlacionado em um nivel de confianca
de 95%. Além disso o coeficiente de determinagdo também indica a adequabilidade da curva
de calibracdo (r> > 0,98).
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Utilizou-se, entdo, a curva de calibracdo para calcular os teores de fenol para verificagcdo
do LQ e seus respectivos valores de recuperacdo. Os resultados s&o mostrados na Tabela 22.

Tabela 22 — Resultados das amostras de limite de quantificacdo

tesLtaQ do Replicata Co?rﬁétel_(?lr)lca Area C((r)r?gcl_r?? | Recuperagéo (%)
1 1,97 151404 2,03 103,21
2 211 162339 217 102,81
3 1,95 150338 2,02 103,27

ngL'l 4 2,05 156932 2,10 102,59
5 2,21 167412 2,24 101,18
6 2,15 165221 221 102,62
7 213 169259 2,26 106,24
1 3,54 342343 4,49 126,85
2 3,80 286621 3.77 99,26
3 3,52 338506 4,44 126,38

mz’f__l 4 3,69 279406 3,68 99,80
5 3,98 209857 3,94 99,11
6 3,87 204386 3,87 99,99
7 3,83 201089 3,83 100,02

Fonte: de autoria propria.

Na Tabela 13 € possivel visualizar dois dados destacados que foram identificados como

outliers pelo teste de Grubbs e excluidos para a as etapas posteriores.

A analise de normalidade e autocorrelacdo dos residuos apresentou resultados
satisfatorios para um nivel de confianca de 95%. Foram obtidos p-valores de 0,1203 e 0,2955
para as concentracdes de 2,0 e 3,5 mg L™, respectivamente, no teste de Shapiro-Wilk. Na
avaliacdo de Durbin-Watson os p-valores foram 0,5658 e 0,8828 para 2,0 e 3,5 mg L%,

respectivamente.

Os valores de recuperagéo variaram entre 101,18 a 103,27% na concentracdo de 2,0 mg
L™ e 99,80 a 100,02% em e 3,5 mg L1, Os resultados compreendem a faixa de 80,0 a 110,0%
551 para as concentragdes de fenol analisadas no método, sendo considerado apropriado.

J& os valores de DPR calculados foram de 0,74% e 0,43% para as concentragoes de 2,0 e
3,5mg L, respectivamente. Resultados estes abaixo do valor recomendado de 7,3% %1, sendo

avaliados como satisfatorios.



78

Fundamentado pelas informac0es expostas, assegura-se que o limite de deteccdo do
método proposto é de 1,18 mg L' e o limite de quantificacdo, verificado experimental e
estatisticamente, é de 2,0 mg L. Tais resultados sdo considerados adequados para a

aplicabilidade das rotinas laboratoriais para doseamento da matéria-prima fenol.

4.6 COMPARACAO DE METODO

Na validacdo analitica sdo avaliadas as figuras de mérito a fim de observar se o
comportamento do método proposto atende as expectativas de desempenho quando o mesmo é
submetido a algumas nuances. Porém, a substituicdo de um método validado e ja familiar em
uma rotina laboratorial por uma nova metodologia deve ser acompanhada de uma andlise critica

de outros atributos.

Considerando, primeiramente, 0s aspectos relacionados aos reagentes quimicos utilizados
em cada um dos métodos, nota-se uma diferenca consideravel entre os dois métodos. O método
titulométrico utiliza alguns reagentes toxicos, como o bromo, o iodo e o cloroférmio. O bromo
molecular é irritante para as mucosas e as vias respiratorias, sendo letal por inalacdo. Em
contato com a pele e os olhos pode causar lesdes e queimaduras profundas 3. J4 o iodo
molecular é nocivo para a pele, o aparelho respiratorio e os olhos, podendo causar reacdes
alérgicas como cefaleia, erupcao cutanea e irritagdo das mucosas 8. O cloroférmio também é
toxico para o ser humano, causando irritagdes das mucosas com vOmitos e diarreia,

queimaduras na pele e arritmia cardiaca 21,

Ja o método cromatogréafico utiliza apenas o padréo de fenol, metanol grau HPLC e agua
ultrapurificada. O metanol pode causar nauseas, vomitos, dores de cabeca e fraqueza 3. No
método proposto o contato do analista com esse reagente é apenas na transferéncia do frasco
original para os reservatorios de solvente do HPLC. Sendo assim, o0s riscos associados ao

metanol sdo minimos.

O fenol também apresenta efeitos adversos a salde humana, como fadiga, mal-estar e
nauseas quando inalado ou em contato cutaneo 241, Porém, pelo fato de o fenol ja ser o analito
em questdo a ser submetido ao doseamento, seus riscos sao intrinsecos a sua propria analise,

independentemente do método em questéo.

A quantidade e toxicidade dos reagentes utilizados em cada método também se relaciona
a geracdo de residuos com maior complexidade de tratamento. Na titulacdo iodométrica de

Kopperchaar, considerando as solugbes volumétricas ja padronizadas, sdo utilizados 8



79

reagentes diferentes: brometo de potéssio, bromato de potassio, tiossulfato de sddio, carbonato
de sddio, acido cloridrico, iodeto de potéssio, cloroférmio e amido. Em contrapartida, o residuo
gerado pelo método cromatografico é uma solu¢do em metanol e agua de fenol em concentracéo
de partes por milhdo. Além disso, a diversidade de reagentes e consequente heterogeneidade
dos residuos caminha em contra m&o aos principios da Quimica Verde de prevencgdo e de uso

de solventes e auxiliares mais seguros 84,

Em relacédo aos custos, 0 método titulométrico apresenta a vantagem de ndo necessitar de
equipamento especifico, diminuindo seu consumo financeiro de implementacdo e uso. Ja na
cromatografia liquida, é fundamental a aquisi¢do de um cromatdgrafo, a inclusdo de um analista
qualificado para operar o equipamento e as manutencdes preventivas e qualificagdes do mesmo,
elevando o custo da andlise. Apesar do maior valor agregado do método cromatografico, a
automacdo da instrumental permite diminuir a carga hora-trabalhador, sobretudo em situacdes

de grande nimero amostral.

No que se refere a fonte de erros, a titulagdo e a cromatografia possuem algumas
possibilidades de equivocos em comum, como perda da massa de fenol durante sua
transferéncia, afericdo do menisco e pipetar erroneamente o volume da solucdo. Porém, o
método titulométrico ainda apresenta mais etapas que podem ocasionar na determinacdo
erronea do teor de fenol. Algumas dessas etapas s@o perda do ponto final, decomposicéo do
indicador amido devido sua adi¢do no inicio da titulacdo e baixa agitacdo do Erlenmeyer

durante a adi¢cdo do agente titulante.

4.7 ANALISE DE AMOSTRA CONTROLE

Durante o processo de validacdo, uma matéria-prima de fenol de teor desconhecido para
0 analista foi analisada em dias diferentes. O doseamento foi realizado pelos métodos
titulométrico e cromatografico e os resultados foram de 99,77 e 99,49%, respectivamente.
Avaliando estatisticamente, todos os dados dos conjuntos amostrais, foi calculado pelo Teste T
(Student) um p-valor de 0,748 para um nivel de confiabilidade de 95%, indicando a equivaléncia
estatistica da média dos dados.

Essa mesma amostra j& havia sido aprovada anteriormente pelo do Servi¢o de Controle
Fisico-Quimico da Funed. O resultado emitido pelo laboratério foi de 99,9% de fenol. Foi
realizado, entdo, o teste Anova para avaliar, simultaneamente, os trés conjuntos de dados.
Obteve-se p-valor de 0,9592, aceitando-se a hipotese nula de que os resultados possuem

equivaléncia estatistica entre si para 95% de confianca.
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5 CONCLUSAO

No desenvolvimento do presente trabalho empregou-se de forma direta conhecimentos
fundamentais e especificos relacionados a formacdo do Quimico Tecnologico Bacharel:
técnicas basicas laboratoriais, planejamento experimental, anélise por via Umida (titulagdo
iodométrica), operacdo de equipamentos instrumentais (cromatografos e espectrofotdmetro),
validacdo analitica, investigacdo de resultados andmalos e tratamento estatistico de dados.
Todas essas ferramentas possibilitaram a avaliacdo de figuras de mérito preconizados pela
Anvisa através da RDC n° 166/2017 para o método de quantificacdo da matéria-prima fenol em
substituicdo a metodologia farmacopeia por titulacdo iodométrica de Kopperchaar.

O método cromatografico apresentou uma resposta satisfatoria com a quantificacdo de

fenol estatisticamente equivalente aos métodos espectrofotométrico e titulométrico.

A avaliagdo da presenca das impurezas o-metilestireno, m-cresol e catecol na
quantificacdo do fenol no método titulométrico indicaram que as mesmas interferem nos
resultados analiticos. Houve um incremento do valor do teor de fenol nas amostras
contaminadas com impureza devido, provavelmente, as reacdes de bromacéo por substituicdo
eletrofilica aromatica que também ocorrem com as impurezas. J& no método cromatografico,
0s resultados obtidos foram estatisticamente equivalentes comparando-se amostras de solugéo
padrdo de fenol puro e contaminadas com as impurezas no limite de concentracao de até 1,00%.

Indicando que o método proposto produz sinal analitico seletivo.

O sinal analitico fornecido pelo detector UV/VIS do HPLC se mostrou diretamente
proporcional as concentracdes de fenol da faixa de trabalho de 5,0 a 9,0 mg L, atestando a

adequabilidade do método proposto ao modelo linear simples.

A analise de precisdo e exatiddo também se mostrou satisfatdria, visto que os valores de
recuperacao (entre 99,67 a 100,07%) e desvio padrao relativo (maximo de 1,41%) obtidos se
encontram dentro do intervalo esperado de 80,0 a 110,0% para recuperacéo e 7,3 a 11% de
DPR. Teoricamente 0 método € sensivel para detectar fenol em concentra¢Ges acima de 1,18

mg L. Ja o limite de quantificagio foi testado para uma concentragdo minima de 2,0 mg L.

Em relacdo ao método titulométrico, a metodologia de doseamento de fenol proposta
neste trabalho apresenta vantagens: menor quantidade de reagentes, uso de reagentes com
menor toxicidade ao analista, automatizagdo de parte da anélise, insercdo a principios da
Quimica Verde e menor quantidade de etapas de analise.
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5.1 PROPOSTA DE CONTINUIDADE

Diante dos resultados e conclusdes apresentadas, compreende-se a validagédo completa do
método cromatografica para quantificacdo da matéria-prima fenol. Como proposta de
continuidade, sera elaborada uma nota técnica a Anvisa sugerindo a implementacdo do método

proposto como método farmacopeico alternativo a titulacdo iodométrica de Kopperchaar.
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APENDICE A - PREPARO DAS SOLUCC)ES UTILIZADAS NA
QUANTIFICACAO DE FENOL PELO METODO DE KOPEERCHAAR
Preparo da solucéo de amido 2% m v!

Mediu-se a massa aproximada de 2,0 g de amido em béquer de 250 mL e adicionou-se
100,0 mL de agua purificada quente (temperatura aproximada de 80 °C) com auxilio de pipeta

graduada. Homogeneizou-se a solugcdo com o auxilio de bastdo de vidro.
Preparo da solucéo de bromo 0,05 mol L™

Mediu-se a massa aproximada de 3,0 g de bromato de potassio P.A. e 15,0 g de brometo
de potassio em béquer de 50,0 mL. Transferiu-se a massa para um baldo volumétrico de 1000

mL. Completou-se o volume do baldo com agua purificada e homogeneizou-se a solucao.
Padronizacdo da solucdo de bromo 0,05 mol L

Pipetou-se, em triplicata, 25,0 mL da solucio de bromo 0,05 mol L com o auxilio de

pipeta volumétrica e transferiu-a para um Erlenmeyer de 500 mL com tampa.

Adicionou-se 120 mL de agua purificada e 5,0 mL de &cido cloridrico P.A. medidos em

proveta. O Erlenmeyer foi tampado e agitado suavemente.

Adicionou-se 5,0 mL de iodeto de potassio 20% m v medidos em proveta. O Erlenmeyer

foi novamente tampado e acondicionado repouso por 5 minutos ao abrigo de luz.

Em uma bureta de 50,00 mL, adicionou-se tiossulfato de sddio 0,1 mol L™ e iniciou-se a

titulacdo;

Quando a solugéo adquiriu coloracdo amarela, adicionou-se 3,0 mL de amido 2% mv?e

continuou a titulacdo até viragem para incolor.
A molaridade da solucéo foi calculada de acordo com a Equagéo 1:

c= (V1—-V2)XCq (1)
50

Onde:
¢: concentragdo da solucéo de bromo, em mol L*;
C1: concentragéo do tiossulfato de sodio recentemente padronizado, em mol L?;
V1: volume gasto de tiossulfato de sodio na titulagéo da solucéo de bromo, em mL;

V2: volume gasto de tiossulfato de sodio na titulagdo do branco, em mL.
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Preparo da solucéo de iodeto de potassio 20% m v?

Mediu-se a massa aproximada de 20,0 g de iodeto de potassio P.A. Transferiu-se a massa
para um baldo volumétrico de 100,0 mL. Completou-se o volume do baldo com agua purificada

isenta de dioxido de carbono e homogeneizou-se a solucgéo.
Preparo da solucéo de tiossulfato de sédio 0,1 mol L™

Mediu-se a massa aproximada de 25,0 g de tiossulfato de s6dio penta-hidratado e de 200,0
mg de carbonato de sddio (previamente dessecado em estufa a 110 °C por 1 hora). Os reagentes
foram transferidos quantitativamente para um baldo volumétrico de 1000 mL. Completou-se o
volume do baldo com &gua purificada, previamente fervida e resfriada, e homogeneizou-se a

solucéo.
Padronizacdo da solucdo de tiossulfato de sédio 0,1 mol L

Mediu-se, em triplicata, a massa aproximada de 105,0 mg de dicromato de potassio,
previamente pulverizado e dessecado em estufa e 110 °C por 1 hora. Transferiu-se a massa para
Erlenmeyer de 500,0 mL com tampa. Foram adicionados ao Erlenmeyer a massa aproximada
de 3,0 g de iodeto de potassio P.A. e 3,0 mL de acido cloridrico P.A. Os Erlenmeyers foram

tampados, suavemente agitados e acondicionados em repouso por 5 minutos ao abrigo de luz.

Em uma bureta de 50,0 mL, adicionou-se a solucdo de tiossulfato de sddio preparada e
iniciou-se a titulacdo. Quando a solugéo adquiriu coloragdo amarelada, adicionou-se 0,5 mL de
solugdo amido 2% m vt SI. Continuou-se a titulago até a viragem, quando a solugdo adquiriu
coloracdo azul escuro. A molaridade foi calculada conforme Equacéo 2.

_ M x100 )
T Vx4,903

Onde:
c: concentragdo da solucéo de tiossulfato de sddio, em mol L™;
M: massa de dicromato de potéssio, em g;

V: volume gasto de tiossulfato de sodio, em mL.
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APENDICE B - PREPARO DA SOLUCOES UTILIZADAS NA
QUANTIFICAGAO DE FENOL PELO METODO ESPECTROMETRICO

Solucéo de &cido borico em cloreto de potéssio

Mediu-se a massa aproximada de 6,18 g de acido borico PA. Transferiu-se massa para
baldo volumétrico de 1000 mL. Completou-se o volume do baldo com solucéo de cloreto de

potassio 0,1 mol L e homogeneizou-se a solugio.
Solucéo de hidroxido de sodio

Mediu-se a massa aproximada de 2,0 g de hidréxido de sédio PA. Transferiu-se a massa
para baldo volumétrico de 500 mL. Completou-se o volume do baldo com agua ultrapurificada

e homogeneizou-se a solucéo.
Preparo do tampéo borato pH 9,0

Transferiu-se 1000 mL da solucdo &cido borico em cloreto de potassio e 420,0 mL da
solucdo hidrdxido de sodio para béquer de 2000 mL. Homogeneizou-se a solucéo e verificou-
se 0 pH da solucdo em potencidémetro. Ajustou-se o pH para 9 utilizando a solucdo de acido
borico ou hidroxido de sédio preparadas anteriormente.

Solucéo de 4-aminoantipirina a 0,1% m v!

Mediu-se a massa aproximada de 0,1 g de 1-fenil-2,3-dimetil-4-amino-5-pirazolona (4-
aminoantipirina). Transferiu-se a massa para baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o

volume do baldo com tampéo borato pH 9,0 e homogeneizou-se a solucao.
Solucéo de ferricianeto de potassio a 5% m v

Mediu-se a massa aproximada de 5,0 g de ferricianeto de potassio PA. Transferiu-se a
massa para baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume do baldo com &gua

purificada e homogeneizou-se a solucao.
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ANEXO A - EXTRATO DO CERTIFICADO DE ANALISE DO PADRAO
DE FENOL EMITIDO PELA FUNED

TiTULO: csnm{ldmo DE ANALISES DA MATERIA-PRIMA| NUMERO:
FENOL ?

DI-DCQ-045-FM-0144

| Certificado de andlise N*: CQ20210587

Revisdo: 00 Data de emissfo: 28/07/2021

N* lote Funed: umzfmooo

Tramitagdo: 2260.01.0006535/2021-41

Fabricante: Exodo Clet

N° de Volumes do Lote: 40

mecﬁﬁ\d—ﬁ '

Volumes amostrados "llm r10

N* lote fabricante: m'?znw

N® nota fiscal: B0B955

Data de fabricagdo: 28/10/2020

Data de validade: 28/10/2028

ENSAIOS ANALITICOS
mAusfs ESPECIFICAGOES RESULTADOS

l Apresenta-se na forma de cnstas

| ‘aci incolores ou massa mmi
DESCRICAO m O::a muco::?' e ;xo'm

iquescente. Escurece quando exposto
ar e 3 luz. Isento de material estranho,
Teste A: Positiva
IDENTIFICAGAO Fenol Teste B: Positiva
. Volume a Volume: Positiva

TEMPERATURA DE } No minimo 39°C. ' 40 *C
CONGELAMENTO

|

1. A solugdo de 1 g da amostra em 15 mL
/ASPECTO DA SOLUGAO de dgua purificada é limpida. De acordo . |
| 1 !

!

o ! A soluglo deve desenvolver coloragio

|

AGUA D e O 0,1 %




ANEXO B - EXTRATO DO CERTIFICADO DE ANALISE
AMOSTRA CONTROLE EMITIDO PELA FUNED

27 o
A1 ezequid vios

TiTULO: CERTIFICADO DE ANALISES DA MATERIA-PRIMA [NUMERO:

FENOL ’ DI-DCQ-045-FM-0144
 Certificado de analise N°: CQ20220550 i Revisdo: 00 Data'de emissao: 31/08/2022
N° lote Funed: MP2022050022 Tramitagao: 2260.01.0009319/2022-89

Fabricante: Exodo Cientifica

Fornecedor: Distribuidora Mendonga e Miranda Ltda

N° de Volumes do lote: 15 N° de Volumes conforme plano r: 06
N° lote fabricante: 2110195726 N° nota fiscal: 877
Data de fabricagao: 20/10/2021 3 Data de validade: 20/10/2027
ENSAIOS ANALITICOS
ANALISES ESPECIFICAGOES RESULTADOS

Apresenta-se na forma de cristais
aciculares incolores ou massa cristalina

= branca, odor caracteristico, corrosivo,
DESCRICAO 5 iritante  para mucosas e pele, De acordo
deliquescente. Escurece quando exposto
a0 ar e a luz. Isento de material estranho.

Teste A: Positiva
IDENTIFICAGAO Fenol Teste B: Positiva

Volume a Volume: Positiva

TEMPERATURA DE No minimo 39 °C.

CONGELAMENTO e

A solucdo de 1 g da amostra em 15 mL

ASPECTO DA SOLUGAO de agua purificada é limpida. De acordo .

ACIDEZ A solugéo deve desenvolver coloragido Deacordo
x amarela

s ' .No maximo 0,5%. 02 %

RESIDUO POR EVAPOI;A;;AO o’ maximon 2,5 Smg T de . residuo. il ot

equivalente a no maximo 0,05%

O conteudo apresentado neste certificado tem significado restrito e se aplica somente a este lote.

As info_rrqa(;bes tratadas neste documento ndo devem ser divulgadas sem a autorizagdo prévia desta diretoria ou da autoridade méxima
da Instituicao, sob pena de descumprimento dos direitos e deveres dispostos na Lei Estadual n® 869/1952.

eira Carneirg, n° 80 - Gameleira

melgira

CEP30.510-010
r
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TiITULO: CERTIFICADO DE ANALISES DA MATERIA-PRIMA NUMERO:
FENOL | DI-DCQ-045-FM-0144

ENSAIOS ANALITICOS

ANALISES ESPECIFICAGOES : RESULTADOS

No ‘minimo 99,0% e no maximo 100,5%
de Fenol (CsHsO), em relagdo &

DOSEAMENTO substéncia anidra. 2.9 %
OBSERVAGAO .
NA
CONCLUSAO
APROVADO
REFERENCIAS

EMP 0163 - Fenol - Reviséo 03

Tiagd Apareciun ta Siiva
Fdw. b/i 4 4

_Oi / _QQ’/ &/ Servigo de Controle Fisico-Quimico

W / 70 0J o % 122 Divisao de Controle de Qualidade

Legnardo Al tle Paula Freitas
Masp: 12342218 - CRFJMG 23607
Chefe da Divisdo de Controle de Qualidade
Fungagdo Ezequied Dias - FURED

O contetido apresentado neste certificado tem significado restrito e se aplica somente a este lote.
As informagées tratadas neste documento ndo devem ser divulgadas sem a autorizagéo prévia desta diretoria ou da autoridade mé)«ma
da Instituicio, sob pena de descumprimento dos direitos e deveres dispostos na Lei Estadual n® 869/1952.

Rua Conde Pereira Carneiro, n° 80 - Gameleira
Belo Horizonte - MG - CEP 30.510-010
www.funed.mg.gov.br

e-mail: faleconosco@funed.mg.gov.br

Tel: 0800 183 1980
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