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RESUMO

Temas de sustentabilidade e produtividade estdo cada vez mais em alta, devido ao
aumento constante das demandas e as diretrizes globais guiando para um mundo
cada vez mais sustentavel, sempre considerando o ganho de tempo. No ambito
farmacéutico, esses temas também se fazem presentes, exigindo-se metodologias
cada vez mais rapidas e menos téxicas e nocivas ao meio ambiente. Um dos
medicamentos com maior producdo e consumo mundiais € a Aspirina®, um dos
farmacos mais tradicionais do mercado farmacéutico. Com seu alto volume de
producdo e consumo, consequentemente grandes volumes de analises, alto gasto de
solvente e tempo requerido, faz-se necessario e importante o desenvolvimento de
metodologias mais ageis e com menor utilizacdo de solventes. Além do viés de
reducdo de uso de organicos, € de conhecimento geral a crise de acetonitrila que vem
acontecendo ha alguns anos, tendo sido intensificada no altimo ano e continuado no
ano atual. Com isso, também é importante que se trabalhe com metodologias que
reduzam ou eliminem o uso de acetonitrila como solvente, extinguindo o risco de
comprometimento das andlises por falta deste solvente. Dessa forma, a metodologia
analitica foi desenvolvida com uma coluna de bloco monolitico Chromolith High
Resolution RP-18 100mm x 4,6mm, com 2 mL.min"* de fluxo em uma composic¢édo de
38% de etanol e 62% agua acidificada com acido fosférico, temperatura de 30°C, 10
uL de volume de injecdo em um tempo de corrida de 3,5 minutos. Para a validacao,
foram realizados os ensaios de seletividade, linearidade, precisédo, exatidao, limites
de deteccdo e quantificacdo. A seletividade apresentou resultados dentro dos padrdes
aceitaveis, utilizando como placebo o Parteck® Sl 200, j& que ndo houve nenhum
interferente no mesmo tempo de retencdo do &cido acetilsalicilico. A curva de
calibracdo se apresentou linear, com coeficiente de correlagdo maior que 0,99.
Ensaios de precisdo foram avaliados pela repetibilidade e reprodutibilidade, que
apresentaram coeficientes de variacdo de 0,36% e 0,55%, respectivamente. A
exatiddo também apresentou resultados dentro dos critérios de aceitacdo estipulados
pela RDC n°166/2017, onde foram avaliadas a recuperacédo em 80, 100 e 120% (400,
500 e 600 mg/comprimido). Limites de deteccdo e quantificacdo também foram
avaliados, apresentando valores de 0,04 mg.mL! e 0,52 mg.mL. Portanto, o método
desenvolvido pode ser aplicado com sucesso para analises de teor em comprimidos
de Aspirina®. Além disso, a metodologia desenvolvida foi medida quanto ao carater
verde, sendo avaliada por quatro métricas: estrela-verde, NEMI, AGREE, eco escala
analitica e analise de custo e tempo. Pela estrela-verde, a metodologia desenvolvida
atende a 5 principios da Quimica Verde frente a 2 principios atendidos pela
metodologia farmacopeica. Pela NEMI, 3 quadrantes preenchidos frente a 2
quadrantes do método original e uma pontuacéo de 93 na eco escala analitica frente
a 80 pontos da farmacopeia. Pela AGREE, a metodologia verde apresentou um score
de 0,67 versus 0,35 do método original, comprovando também o maior carater verde
da metodologia desenvolvida. Além disso, apresentou uma reducédo de 72,5% (de
R$51,78 para R$14,24 considerando 15 corridas) de custo e 65% de tempo (de 10
minutos para 3,5 minutos) em relacdo a metodologia farmacopeica.

Palavras-chave: Aceleragcdao de Métodos; Quimica Verde; Produtividade; Estrela-
Verde; NEMI; AGREE; Eco Escala Analitica; Acido Acetilsalicilico; Cromatografia.



ABSTRACT

Themes of sustainability and productivity are increasingly on the rise, due to the
constant increase in demands and global guidelines leading to an increasingly
sustainable world, always considering the gain of time. In the pharmaceutical field,
these themes are also present, requiring methodologies increasingly faster, less toxic
and less harmful to the environment. Given this scenario, one of the drugs with the
highest production and consumption worldwide is Aspirin®, one of the oldest drugs in
the pharmaceutical market. With its high-volume production and high consumption,
consequently large volumes of analyses, high solvent expenditure and time required
for such analyses, it is necessary and important to develop more agile methodologies
and with less use of solvents. In addition to the reduction in the use of organics, the
acetonitrile crisis that has been going on for some years is well known, having
intensified in the last year and continued in the current year. Therefore, it is also
important to work with methodologies that reduce or eliminate the use of acetonitrile
as a solvent, eliminating the risk of compromising the analyzes due to the lack of this
solvent. Thus, the analytical methodology was developed with a Chromolith High
Resolution RP-18 100mm x 4.6mm monolithic block column, with 2 mL.min-! of flow in
a composition of 38% ethanol and 62% acidified water phosphoric acid, temperature
30°C, 10 pL injection volume in a run time of 3.5 minutes. For validation, selectivity,
linearity, precision, accuracy, detection limits and quantification tests were performed.
The selectivity presented results within acceptable standards, using Parteck® SI 200
as placebo, since there was no interference in the same retention time of acetylsalicylic
acid. The calibration curve was linear, with a correlation coefficient greater than 0.99.
Precision tests were evaluated by repeatability and reproducibility, which showed
coefficients of variation of 0.36% and 0.55%, respectively. The accuracy also
presented results within the acceptance criteria stipulated by RDC No. 166/2017,
where recovery was evaluated at 80, 100 and 120% (400, 500 and 600 mg/tablet).
Limits of detection and quantification were also evaluated, presenting values of 0.04
mg.mL-1 and 0.52 mg.mL. Therefore, the developed method can be successfully
applied to Aspirin® tablet content analysis. In addition, the methodology developed
was measured for green character, being evaluated by four metrics: green star, NEMI,
AGREE, analytical echo scale and cost and time analysis. By the green star, the
methodology developed meets the 5 principles of Green Chemistry against the 2
principles met by the pharmacopeial methodology. By NEMI, 3 filled quadrants
compared to 2 quadrants of the original method and a score of 93 on the analytical
echo scale compared to 80 points of the pharmacopeia. According to AGREE, the
green methodology presented a score of 0.67 versus 0.35 of the original method, also
proving the greater green character of the developed methodology. In addition, it
presented a 72.5% reduction (from R$51.78 to R$14.24 considering 15 runs) in cost
and 65% in time (from 10 minutes to 3.5 minutes) in relation to the pharmacopeial
methodology.

Keywords: Method Acceleration; Green Chemistry; Productivity; Green Star; NEMI;
GREE; Eco Analytical Scale; Acetylsalicylic acid; Chromatography.
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1 INTRODUCAO

1.1 FARMACOLOGIA

Uma das areas da saude que estd em constante avanco e desenvolvimento é,
sem duvidas, a farmacologia. Unido das palavras gregas farmakon e logos, que
significam drogas e estudo, respectivamente, a farmacologia é a ciéncia que estuda
os efeitos de uma substancia quimica sobre a funcéo dos sistemas biologicos, que
dependem, sobretudo, da interacdo droga/organismo (LEONARDI; MATOS, 2020).

Com um histérico tdo antigo quanto a histéria da humanidade, no passado, a
cura das doengas advinha de tratamentos com produtos naturais, extraidos de
plantas, flores e sementes. As atividades relacionadas a farmécia tiveram sua
origem a partir do século X com as boticas ou apotecas, como eram conhecidas na
época, onde medicina e farmacia eram uma Unica profissdo. A Espanha e a Franca
foram pioneiras na criagdo das boticas, onde mais tarde originaria 0 modelo das
farmacias atuais. Naquele tempo, o profissional que era responsavel por conhecer
e curar as doencas era chamado boticario. Porém, para exercer a profissdo deveria
cumprir uma série de requisitos e ter um local e equipamentos adequados para
preparo e armazenagem dos medicamentos (CONSELHO REGIONAL DE
FARMACIA DO CEARA, 2020).

Foi apenas com a propagacao acelerada da lepra que, Luis X1V, rei da Franca
na época, ampliou o nimero de farmacias hospitalares, além de outras inUmeras
iniciativas na area da saude publica. J& no século XVIII, a farméacia se separou da
medicina e ficou proibido aos médicos serem proprietarios de boticas. Com isso,
deu-se inicio & separacdo de responsabilidades, ou seja, daqueles que
diagnosticavam as doencas e dos que misturavam matérias para produzirem
pocdes de cura (CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DE SAO
PAULO, 2019).

A primeira escola de farmacia de que se tem conhecimento, foi fundada pelos
arabes, quando foi criada uma legislacdo para o exercicio da profissdo. Luis XV,
em 1777, determinou que fosse substituido o nome de apoticario por farmacéutico.
Naquela época, para obtencéo do diploma de farmacéutico eram exigidos estudos

tedricos e prestacdo de exames praticos, embora ainda néo fosse considerado de
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nivel universitario. Com o passar dos anos, o estudo universitario para formacao
em Farmacia foi estendido por toda a Europa (CONSELHO REGIONAL DE
FARMACIA DO CEARA, 2020).

O estudo dos remédios ganhou um impulso notéavel a partir do século XVI, com
a pesquisa dos principios ativos provenientes de plantas e dos minerais capazes
de curar doencas. Com o tempo, a industria farmacéutica foi ganhando espaco e,
com ela, novos medicamentos sao criados e estudos realizados em grande
velocidade (SINDUSFARMA, 2021).

1.2 ACIDO ACETILSALICILICO

1.2.1 Historico

A historia do &cido acetilsalicilico teve seu inicio ha mais de 3 mil e 500 anos.
O acido origina-se da salicilina, substancia presente em diversas espécies de plantas
utilizadas como medicamentos. A salicilina ocorre em muitos arbustos (jasmin, granza,
solda branca); arvores (salgueiro, faia, bétula, oliveira, alamo); legumes (ervilhas,
feijdes, trevos) e em gramineas (trigo, centeio, cana de agucar). Com anotacdes que
datam de cerca 1500 anos a.C., conhecidos como papiros de Ebers, recomendavam
0 uso da infusdo de folhas secas de murta para o alivio de dores reumaticas. Anos
depois, o pai da Medicina, Hipdcrates, recomendava tomar suco da casca do salgueiro
para aliviar as dores do parto e diminuir a febre, além de recomendar o uso tépico de
suas folhas como antisséptico nos cuidados pos-parto e a casca do alamo para varias
doencas dos olhos (BAYER, 2020).

Teofrasto, botanico pioneiro que sucedeu a Aristoteles como diretor do Liceu
de Atenas, proclamava a exceléncia analgésica da casca da granza e sua acao
diurética suave. Porém, apenas centenas de anos mais tarde € que se deu o nome de
salicilato a este componente presente nas plantas. Este nhome deriva-se de salix,
denominacéo latina ao grupo de plantas que pertence o salgueiro. No ano 75 d.C,
Dioscorides, cirurgido grego a servigo do exército romano, fez experimentos com uma
pasta composta de cinzas de salgueiro para remover qualquer calosidade e combater
as dores da gota. Plinio, o Velho, enciclopedista romano, colocou o suco do salgueiro
na lista dos diuréticos e propés uma infusdo de casca de alamo para tratar a dor

ciatica. Indios norte-americanos usavam o suco da casca do salgueiro para combater
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a febre e os hotentotes, da Africa do Sul, ferviam folhas do salgueiro em agua e as
usavam para diminuir as dores do reumatismo. O salgueiro e outras plantas saliciladas
eram muito usadas também pelos habitantes primitivos do Mediterrdneo. Por muitos
anos, o salgueiro ficou esquecido pela medicina cientifica, mas continuou sendo usado
na medicina popular (CAMARA FILHO, 2020).

Edward Stone, sacerdote e naturalista inglés do século XVIII, iniciou os testes
com salgueiro em laboratério de quimica cientifica, onde comprovou seus efeitos
farmacoldgicos em um ensaio com 50 pacientes, publicado pela Royal Society of
London, para alivio dos sintomas da malaria. Trata-se do primeiro ensaio clinico da
histéria da Medicina. Durante o século XIX, muitos personagens trabalharam em
pesquisas utilizando salgueiro como personagem principal. Em 1826, o principio ativo
da casca do salgueiro foi identificado pelos quimicos italianos Fontana e Brignatelli e
em 1829, Henri Leroux, farmacéutico francés, conseguiu isolad-lo e o chamou de
salicilina ou salicina. Em 1838, o quimico italiano Rafaelle Piria conseguiu separar a
salicina em dois compostos, um deles, apdés uma posterior etapa de hidrélise
oxidativa, chegou ao acido livre, chamado acido salicilico e quase ao mesmo tempo,
na Suica, o farmacéutico Pagenstecher descobriu que poderia obter o &cido salicilico
nas plantas barba de bode e bugue de noiva. Mesmo ap6s isolado, o composto
utilizado no alivio de diversos sintomas, causava muitas irritacées no estbmago devido
ao seu carater acido e pela necessidade de altas doses para atingir o efeito, além do
sabor desagradavel. Por isso, 0 &cido salicilico teve seu uso limitado (KIEFER, 1997).

A sintese quimica do acido salicilico em laboratério foi inicialmente realizada
por Kolbe, onde passou a ser produzido em maiores quantidades e mais bem aceito
pela comunidade médica. Porém, ainda causava os sintomas de irritacdo gastrica na
populacdo. Esse fato incentivou Felix Hoffmann a estudar mecanismos que
diminuissem esses efeitos negativos (Figura 1) (MENEGATTI et al., 2001).

Y
pw |

Figura 1 - Felix Hoffmann: o Descobridor da Aspirina®.
Fonte: Science History Institute, 2003.
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Foi em 1897, na cidade de Dusseldorf na Alemanha, que o quimico Felix
Hoffmann, contribuiu de forma significativa para que se chegasse ao produto final
Aspirina®. Trabalhando para Friedrich Bayer & Co, buscava meios de atenuar o
constante desconforto gerado em seu pai pelo uso de &cido salicilico para alivio das
dores decorrentes de uma artrite reumatoide. Foi entdo que o quimico manipulou o
analgésico e o patenteou, se tornando o descobridor oficial do acido acetilsalicilico,
menos toxico e com uma acdo analgésica mais potente. Esses diversos estudos
serviram para demonstracdo e comprovacao das propriedades analgésicas e anti-
inflamatorias do acido acetilsalicilico, sintetizado a partir do acido salicilico (1) com
anidrido acético (2), em presenca de acido sulfurico como catalisador, seguido da
eliminagédo do &cido acético (3), em uma reacdo denominada acetilacdo (Figura 2).
Em 1899, o medicamento passou a ser comercializado pela Bayer na forma de pé e

foi o primeiro farmaco sintético da historia a ser comercializado (BAYER, 2020).

- 0
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Figura 2 — Reagdo de Acetilagao para Sintese do Acido Acetilsalicilico - (1) Acido Salicilico (2)
Anidrido Acético (3) Acido Acetilsalicilico e (4) Acido Acético
Fonte: Préprio Autor — Software MolView, 2020.

A Aspirina® passou a ser o primeiro medicamento comercializado na forma de
comprimido no ano de 1900 e chegou ao Brasil no ano seguinte, em 1901. A Aspirina®
foi registrada internacionalmente pela Bayer em 1906 — na época, foi nomeada como
The Wonder Drug (a droga maravilha). Depois da | Guerra Mundial, a Companhia
Bayer teve seu direito sobre a patente cassado e foi proibida de utilizar a marca
Aspirina®. S0 voltou a deter os direitos da marca nos Estados Unidos em 1994, depois
de comprar a empresa que tinha ficado com eles (CAMARA FILHO, 2020).

Apesar de ser uma droga tdo antiga, devido ao seu valor de venda, é a droga
de uso mais disseminado sobre a face da Terra: sdo produzidas anualmente 40

toneladas e foram publicados mais de 26 mil trabalhos cientificos sobre ela. Em 1966,
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o Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT), nos Estados Unidos, fez uma
pesquisa onde perguntou qual seria a invencdo que as pessoas nao estavam
dispostas a abdicar — a Aspirina® teve duas vezes mais citagdes do que o computador
pessoal. Em 1969, as aspirinas da Bayer foram incluidas no kit de automedicacéo que
os astronautas da missdo Apollo 11 levaram para a Lua (CAMARA FILHO, 2020).

Em 1971, John Vane, professor de Farmacologia na Universidade de Londres,
publicou, na Nature New Biology, os mecanismos de acdo da Aspirina®. O
pesquisador descobriu que o farmaco inibe a sintese de prostaglandinas, moléculas
envolvidas nos processos inflamatoérios e na formacéo de coagulos. Essa descoberta
ampliou o uso do medicamento que, além das ja conhecidas funcbes como
antitérmico, anti-inflamatério e analgésico, passou a ser usado também como
anticoagulante plaquetario no tratamento e prevengdo do infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral (AVC) e outros distlrbios da coagulacdo (VANE, 1971).

Segundo as pesquisas da Bayer, o Brasil consome cerca de 1 bilhdo de
comprimidos de Aspirina® ao ano, em média 7 comprimidos por pessoa, um nlimero
ainda baixo quando comparado a Europa (20 comprimidos, aos Estados Unidos (30
comprimidos) ou a Argentina, campea em consumo, 40 comprimidos por pessoa ao
ano. Ainda segundo a Bayer, sdo produzidas 40.000 toneladas anuais de Aspirina®,
0 gque representa entre 50.000 e 120.000 milhdes de comprimidos (BAYER, 2021).

1.2.2 Mecanismo de Acao

O A4cido acetilsalicilico € um anti-inflamatério n&do esteroide (AINE),
popularmente conhecido como Aspirina®, pertencente ao um grupo de farmacos que
possuem a capacidade de controle de inflamacdes, analgesia e combate a febre. OS
AINEs encontram-se entre 0os medicamentos mais prescritos em todo o mundo
(BATLOUNI, 2010).

Figura 3 — Estrutura da COX (ciclooxigenase) inativada pelo Acido Acetilsalicilico
Fonte: Préprio Autor — Software MolView, 2020.
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A Aspirina® sendo “a” em referéncia ao grupo funcional acetil presente, “spir”
devido a espécie da planta de origem e “ina”, terminagdo comum na época para nomes
de medicamentos, atua como um inibidor de uma enzima chamada ciclooxigenase,
também chamada COX (Figura 3) (BAYER, 2020).

Como ja mencionado, os AINEs sdo medicamentos que se caracterizam por
dificultar a atividade de subtipos da ciclooxigenase, impedindo assim a sintese de
prostaglandinas, suprimindo o processo inflamatorio. As ciclooxigenases sdo enzimas
pertencentes a cascata do &cido araquid6nico, um lipidio presente na membrana
plasmatica das células, que é transformado em mediadores prostanoides. O bloqueio
enzimatico, por acetilacédo, resulta na inibicdo da biossintese das prostaglandinas e
tromboxanos (Figura 4) (CARVALHO et al., 2004).

FOSFOLIPIDEOS DA
MEMBRANA CELULAR

FOSFOLIPASE A2
ACIDO ARAQUIDONICO

LIPOOXIGENASE ~ CICLOOXIGENASE

\J

LEUCOTRIENQOS |4— TROMBOXANOS PROSTAGLANDINAS

Figura 4 - Cascata Simplificada do Acido Araquidénico e A¢&o dos AINEs
Fonte: Prdprio Autor, 2022.

A COX, enzima chave gue catalisa a biossintese das prostaglandinas, também
foi isolada em 1976 e clonada em 1988. Em 1991 foi identificado um gene que
codificava uma segunda forma dessa enzima, entdo chamada de ciclooxigenase-2.
Sabe-se, atualmente, que a ciclooxigenase pode ser encontrada em duas formas: a
ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2). As duas formas tém estrutura
proteica primaria similar e catalisam essencialmente a mesma reacdo. Cada COX esta
relacionada com um tipo de efeito inflamatorio e, inibindo sua acéao, tem-se a inibicao

de uma série de mecanismos, inclusive aqueles que desempenham funcdes
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essenciais (FOYE et al., 2008).

Expressa de forma constitutiva, a COX-1 € uma enzima com acao nas funcdes
fisiologicas. No sistema cardiovascular, a COX-1 tem a funcdo reguladora da
producdo de tromboxanos, responsavel pela agregacdo plaguetaria e determina
a vasoconstricdo. Além disso, também realiza a sintese da prostaciclina, que ao
contrario dos tromboxanos, inibe a agregacdo plaquetaria e causa o relaxamento
vascular. Para o sistema gastrointestinal, a COX-1 faz a sintese da prostaglandina E2
(PGE2), que tem acao na producdo do muco gastrico, importante na protecdo contra
a acidez e acdo de enzimas (CARVALHO et al., 2004).

JA a COX-2 tem a expressdo acentuada em processos patologicos,
por mediadores quimicos produzidos por leucdcitos. Sua expressdo é induzida na
presenca de dano tecidual ou de infecgGes microbianas, sendo relacionadas com o
desenvolvimento da resposta inflamatéria. Ao produzir mediadores prostanoides,
controlam as respostas relacionadas com a dor, inflamacéo e febre. Durante os
processos inflamatérios e/ou infecciosos, os altos niveis de PGE2 resultam na
elevacdo da temperatura, por ativacdo do hipotdlamo no Sistema Nervoso
Central (SNC) (CARVALHO et al., 2004).

O blogueio da COX-2 pelo AAS esta relacionado ao seu efeito analgésico,
antitérmico e anti-inflamatério. Ao inibir a sintese dos tromboxanos, exerce acao
antiplaquetaria. O bloqueio da COX-1 se relaciona ao principal efeito adverso do
farmaco, no estbmago, devido a diminui¢do da producdo do muco géastrico (SERHAN
et al., 2008).

1.2.3 Sintese

Para a producdo da Aspirina®, a matéria prima foi o salicina extraida do
salgueiro, que posteriormente foi separada e obtido o acido salicilico. Este sofre uma

acetilacdo, para diminuir sua acidez que é bem comum em hidroxilas fendlicas devido
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https://www.infoescola.com/citologia/leucocitos/
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ao elevado pKa, conforme a reacdo a seguir (Figura 5) (CLAYDN et al., 2000).
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Figura 5 - Substituigco eletrofilica para sintese do Acido Acetilsalicilico
Fonte: Claydn et al., 2000.

A reacdo se da por meio de uma catdlise &cida. Forma-se um carbono com
carga formal positiva ligado a uma hidroxila, do anidrido. O proximo passo € que a
densidade negativa do oxigénio do &cido salicilico ataca o carbono eletrofilo do
anidrido. O oxigénio, agora com trés ligacdes, € desprotonado reestabelecendo as
duas ligacdes e também reestabelecendo a acidez do meio, caracterizando um
mecanismo de substituicdo eletrofilica. E importante lembrar que a reag&o original
utilizou cloreto de acetila, uma opc¢édo de substituinte para o anidrido acético em
reacoes de acetilacdo, tendo a desvantagem de ser muito mais reativo, necessitando
de um manuseio mais cuidadoso, ja que se hidrolisa facilmente com a umidade do ar
e em temperatura ambiente, devido ao seu baixo pKa (CLAYDN et al., 2000).

Para reacdes envolvendo grandes demandas se faz necessario considerar
outros aspectos tais como a disponibilidade de matéria prima, favorecimento
termodinamico, entre outros, o que refletira no custo total da producéo. A sintese de
Kolbe-Schmitt utiliza o fenol para obter o acido salicilico, precursor da Aspirina®
(Figura 6).

O~_ONa O~_OH

OH co, ONa H,s0, OH

NaOH

Figura 6 - Sintese de Kolbe para obtencédo do precursor da Aspirina®.
Fonte: Claydn et al., 2000.
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A formacéao do fendxido de sédio aumenta a reatividade comparada ao fenol,
facilitando sua reacdo com o didxido de carbono. A espécie O promove orto e para
substitui¢cdes, todavia a reagdo com o didxido de carbono produz mais substituintes
orto, 79%, em relacdo a substituicdo para, o controle termodinamico induz a
substituicdo para (Figura 7) (CLAYDN et al., 2000).

./O\ /O"\ ol ONa
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Figura 7 - Formacdao do fenolato de sddio para obtencdo do AAS.
Fonte: Claydn et al., 2000.

Como a maior porcentagem € o produto orto, a substituicdo eletrofilica com o
diéxido de carbono se da por meio de uma coordenacéo entre 0os oxigénios do CO:z e
0 sOdio. A reacdo é realizada ap6s aquecer o fendxido de sodio com diéxido de
carbono a elevadas pressdes, cerca de 100 atm, que apos ser acidificada produz o
produto acido salicilico. Os cristais resultantes séo estabilizados por ligacdes de
hidrogénio intramoleculares. A producdo da Aspirina® cresceu de forma gigantesca
devido a sua difusdo no mundo o que aumentou o seu uso. Outras fontes que
servissem de precursora para a producédo em escala industrial se fizeram necessaria,
com a sintese de Kolbe-Schmitt o fenol passou a ser usado para obtencdo do acido
salicilico, que ja ndo era suficiente a fonte natural (CLAYDN et al., 2000).

A extracdo do petroleo produz muitas substancias e em quantidades sempre
crescentes. Uma das substancias extraidas do petrdleo é o cumeno ou o isopropil

benzeno, que é utilizado para a producao de fenol.



19
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Figura 8 - Oxidacdo do cumeno para obtencé&o do fenol.
Fonte: Claydn et al., 2000.

A oxidacdo do cumeno (Figura 8) tem a vantagem de produzir além do fenol,
que sera usado para producdo de Aspirina®, a propano-2-ona ou a popularmente
conhecida como acetona, que tem seu uso como solvente, esmaltes, tintas, vernizes,
farmacos fazendo com que esta reacdo de oxidacdo do cumeno gere produtos de

grande utilidade e baixo custo. O esquema mostra a reagéo (Figura 9) (CLAYDN et
al., 2000).

HE

[ rmsen -
@j‘@'-_-'—’ \_/
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../\@

0] OH + H

O — ) — 0

Figura 9 — Formac&o do perdxido em contato com oxigénio do ar.
Fonte: Claydn et al., 2000.

Logo de inicio, um peroxido é formado devido a interagéo do isopropil benzeno
com 0 oxigénio. AplOs a protonacdo do oxigénio, ocorre a eliminacdo de agua e
formacdo de um cation O*, que sofre um rearranjo formando um carbocation mais
estavel (Figura 10) (CLAYDN et al., 2000).
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Figura 10 — Eliminacédo da agua seguida da formacao de carbocation mais estavel.
Fonte: Claydn et al., 2000.

Numa fase seguinte, o carbocation adiciona uma molécula de agua, ocorrendo
uma transferéncia de préton (Figura 11) e a formacéao do fenol e da acetona, que pode
ser separada por destilagéo (Figura 12) (CLAYDN et al., 2000).

Figura 11 — Transferéncia de préton com subsequente formacéao do fenol.
Fonte: Claydn et al., 2000.

Figura 12 — Formacgéo da Acetona.
Fonte: Claydn et al., 2000.

1.2.4 Metodologia Farmacopeica

A metodologia farmacopeica brasileira para quantificacdo do teor de acido
acetilsalicilico € preconizada pelo método identificado como IF010-00. Utiliza-se

cromatoégrafo provido de detector ultravioleta a 237 nm com uma coluna de 250 mm
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de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano e 5 um de tamanho de particula, mantida a temperatura
ambiente em um fluxo da fase mével de 1,0 mL.min! com uma mistura de &cido
fosférico, acetonitrila e 4gua na propor¢ao 2:400:600 (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2019).

O system suitability trata-se de um conjunto de testes de adequacéo do sistema
que sdo especificos do método e ndo do instrumento. Sua fungcédo é garantir que o
sistema analitico esteja apto a gerar dados de qualidade aceitaveis. Para o IF010-00,
0 system suitability, ou seja, a meta, é alcancar resolucédo de, no minimo, 6,0, entre
acido acetilsalicilico e acido salicilico e desvio padrao relativo das areas de, no
méaximo, 2,0% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Além desses dois parametros,
serdo avaliados pratos tedéricos, assimetria e fator de capacidade e as metas a serem

atingidas estdo dispostas na Tabela 1:

Tabela 1 - Pardmetros de system suitability - Metas Padréo

Parametro Valor

Fator de Capacidade (K’) 2<K <10

Resolugéo (R) R=2
Eficiéncia da Coluna (N) N = 2000

Assimetria (T) 0,8<T=<15

Tempo de corrida < 10 minutos para rotina
Preciséo RSD = 2,0% (5,0% para tragos)

Presséao de trabalho (P) < 75% do limite operacional

Fonte: Adaptado Treinamento Desenvolvimento Merck, 2020.

A eficiéncia da coluna é utilizada para comparar o desempenho de colunas
diferentes. Ela é expressa como o numero de pratos teéricos, N. As colunas com
nameros altos de pratos sdo mais eficientes. Uma coluna com um valor alto de pratos
tedricos terd um pico mais estreito em um determinado tempo de retencdo do que
uma coluna com um numero de pratos mais baixo. O comprimento da coluna e o
tamanho de particula sdo parametros que influenciam a eficiéncia da coluna (MERCK,
2020).

A resolucdo € uma medida da habilidade de uma coluna separar dois
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componentes. A equacdo geral que rege a resolucdo cromatografica esta

demonstrada na Equacéao 1:

R=EHEY O

Onde N é numero de prato, a € o fator de seletividade e k é o fator de
capacidade.

Analisando a equacgao da resolugéo, observa-se que a eficiéncia, medida pelo
namero de pratos tedricos (N) € apenas um dos fatores que determinam a resolucéo
cromatografica. Enquanto N depende principalmente do comprimento (L) e do
didmetro interno (d.i.) da coluna, a e k dependem da estrutura quimica da fase
estacionaria (MERCK, 2020).

Outra forma de avaliar a resolucao é através da Equacao 2, onde tr1 e tr2 séo
os tempos de retencdo dos dois componentes e Wi e W2 sdo as larguras
correspondentes as bases dos picos obtidos extrapolando os lados relativamente
retos dos picos até a linha de base (MERCK, 2020).

try—try

R =220 (9

Wi+ W,

J& a assimetria, também conhecida como fator de cauda de um pico é calculado
pela Equacdo 3, onde Wo0s é a largura do pico a 5% da altura e f é a distancia do
maximo do pico até a borda inicial do pico, medindo a distancia em um ponto definido
a 5% da altura a partir da linha de base (Figura 13) (PASCHOAL et al., 2008).

Apice do pico

II|I ll'

| | Cauda do

Frente do \ cola:  pico
fremte . . \
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W N
[
f N 005k

—f— —
)

Figura 13 — Representacao para o calculo de assimetria.
Fonte: Paschoal et al., 2008.
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_ Woos
T =2 (3)

O fator de capacidade ou fator de retencao (k') é definido como a razéo entre o

tempo que o analito tem interacdo com a coluna (tr) e o tempo de interacdo com a fase
movel (to), podendo ser equacionado da seguinte maneira (MERCK, 2020):

k, — tr—t, (4)

to
1.3 PRODUTIVIDADE

Nunca se falou tanto em produtividade como nos dias de hoje. Com o0 mundo
cada vez mais rapido e mais exigente, cobra-se ainda mais eficiéncia. Produtividade
€ uma medida que esta intimamente ligada ao desempenho, ou seja, € a relacdo da
guantidade do que € produzido com 0s insumos que sao utilizados ou com a
guantidade de tempo investido no processo. De acordo com Paul J. Meyer, pioneiro
no setor de desenvolvimento pessoal, produtividade nunca € um acidente, € sempre
o resultado de um comprometimento com a exceléncia, inteligéncia, planejamento e
esforco focado. Mensurar a produtividade de um laboratorio € imprescindivel para que
a gestao seja capaz de avaliar os indicadores de desempenho e definir estratégias
para alcancar os objetivos almejados. Aumentar a produtividade em um laboratério
essencialmente voltado a técnica cromatografica demanda otimizacdo de todo
workflow, desde a busca bibliografica, preparo de amostra, escolha da fase
estacionaria adequada, condi¢cdes da separacao, até a validacdo e o tratamento dos
dados (PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY BRASIL, 2020).

Abordando o preparo de amostras, essa etapa pode ser automatizada de diversas
maneiras, desde um simples processo de interfaceamento das balancas a sistemas
de gerenciamento de informacdes laboratoriais como o0s softwares Laboratory
Information Management System (LIMS) e Chromatography Data System (CDS) até
0 uso de robdés de preparo autbnomos. Um dos grandes avan¢os ha automacao estao
diretamente relacionados as técnicas de derivatizacdo de amostras e extracdo em
fase solida (Solid Phase Extraction - SPE). A técnica de SPE atende principalmente a
necessidade de limpeza de amostras em matrizes complexas ou “sujas” (produtos
naturais, amostras ambientais e fluidos biol6gicos) e para a concentracao de amostras
onde os analitos de interesse encontram-se diluidos abaixo dos limites de detecc¢éo e
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quantificacdo do equipamento. A técnica tradicional utiliza cartuchos plasticos
descartaveis (ou microplacas) e um sistema de vacuo para auxiliar na eluicdo das
amostras e fases de lavagem e extracdo (PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY
BRASIL, 2020).

Com demandas cada vez maiores por analises mais rapidas e mais complexas,
outra técnica que tem chamado bastante atencédo € a cromatografia multidimensional
com colunas de funcionalidade ortogonal. Esse mecanismo de separacdo é um
método complementar a cromatografia classica unidimensional (com uma Unica
coluna). A cromatografia multidimensional acontece com uma separacao parcial na
primeira coluna e a transferéncia desses analitos parcialmente separados para a
coluna da segunda dimensao (que apresenta funcionalidade distinta da primeira), com
0 uso de uma valvula programéavel. Essa perspectiva € extremamente confiavel,
robusta e financeiramente atrativa. A técnica pode ser realizada nos modos online e
off-line. Para o modo off-line, a coleta das amostras da primeira coluna é feita
manualmente ou com o uso de um coletor de fracdes automatizado e, em seguida,
injetadas em um sistema com a coluna da segunda dimensédo. Para automatizacao
dessa analise, ou seja, para se trabalhar no modo online, basta incluir uma valvula
chaveadora em um sistema de CLAE com duas bombas de fase movel. A valvula sera
responsavel pelo processo de transferéncia da fracdo ndo separada para a coluna da
segunda dimensdo. A inclusdo dessa valvula garante melhor confiabilidade e maior
capacidade de processamento de amostras, levando um menor tempo e menor perda
de amostras, aumentando a produtividade dentro do laboratério. Uma restricdo para
o modo online é a obrigatoriedade da compatibilidade entre as fases moveis utilizadas
em ambas as dimensdes (HITACHI, 2019).

Outro ponto passivel de otimizacdo € a definicdo e o desenvolvimento da
metodologia analitica, atingindo parametros de adequabilidade satisfatérios com
grande elevagéo da produtividade. Para o desenvolvimento de um método robusto e
seletivo, diversos parametros devem ser definidos, comec¢ando pela fase estacionaria.
A coluna é o coracdo da cromatografia e, para o desenvolvimento de um método
otimizado, o ideal é ter conhecimento dos mecanismos de acdo das diferentes fases
estacionarias nos analitos, promovendo a escolha ideal da fase ligada, tipo de suporte,
tamanho de particula, comprimento da coluna e fase movel que sera utilizada. A busca

por métodos analiticos cada vez mais rapidos e eficientes impulsionaram o
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desenvolvimento da cromatografia rapida e ultracromatografia, que se fundamenta
Nnos mesmos principios de separacdo da cromatografia liquida tradicional, mas com a
utilizacdo de fases estacionarias porosas ou semi-porosas (particulas de nucleo
fundido) com tamanhos de particulas iguais ou inferiores a 2 um. A reducdo das
dimensdes da coluna com maiores velocidades lineares de fase movel leva a um
aumento da resolucdo e melhora dos limites de deteccdo das analises, além da
diminuicdo expressiva do tempo de corrida (PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY
BRASIL, 2020).

O bloco monolitico e as colunas de nucleo rigido sdo duas novas tendéncias
gue tém se destacado. As colunas de nucleo rigido ou também chamadas de nucleo
fundido tém se apresentado como uma tendéncia mundial, sendo formadas por uma
esfera de silica fundida ndo permeével e uma casca de silica permeéavel ao redor da
esfera, o que permite uma dispersdo muito menor, além de uma pressao mais baixa,
trabalhando com menor exigéncia do equipamento e permitindo maior eficiéncia da
andlise. A razdo para tantos beneficios dessa tecnologia de colunas é devido ao seu
processo de fabricacéo inovador, ja que a distribuicdo do tamanho de particula € muito
estreita, o que permite o uso de fritas de grande porosidade que resistem a
entupimentos, resultando em uma coluna mais robusta. A estrutura interna das
particulas das colunas de nucleo fundido em uma comparacao com as particulas das
colunas tradicionais esta representada na Figura 14 (KIRKLANDA et al.,, 2013;
MERCK, 2020).
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Figura 14 — Estrutura Interna das Colunas de Ndcleo Rigido.
Fonte: Merck, 2020.

Em contraste com as colunas empacotadas com particulas convencionais, 0s
blocos monoliticos sdo baseados na tecnologia de silica monolitica de ultima geracao.
S&o produzidas a partir de um pedaco continuo de silica porosa usando um processo
sol-gel, essas colunas possuem estrutura porosa bimodal definida com macro e
mesoporos na faixa de micro e nanémetros (Figura 15). Os mesoporos formam a
estrutura porosa fina (tamanho médico dos poros de 13 nm) e criam a grande area de
superficie uniforme na qual ocorre a adsorcdo, permitindo assim uma separacao
cromatografica de alto desempenho. Os macroporos (tamanho médio de 2 um)
permitem um fluxo rdpido da fase mével e baixa pressdo. A alta permeabilidade e
porosidade do corpo de silica e a baixa contrapressao resultante, permitem taxas de
fluxo mais flexiveis em comparagdo com colunas de particulas. Como resultado, os
blocos monoliticos permitem analises de alto rendimento sem perda de eficiéncia de
separacao. A Figura 15 mostra a estrutura interna das colunas de bloco monoalitico,
cCOm 0S mesoporos e macroporos, estrutura bimodal que revolucionou as analises
cromatograficas com relacdo a aumento de fluxo e pressdes de trabalho
substancialmente baixas (MERCK, 2020).
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SEM image: Cross section of a silica monolith.
Total porosity > 80%.

-

Mesoporos Macroporos

Figura 15 - Estrutura Interna das Colunas de Bloco Monolitico.
Fonte: Merck, 2020.

Algumas caracteristicas das colunas de bloco monolitico podem ser
destacadas. As separa¢des ocorrem duas vezes mais rapidas e com metade da
contrapressao se comparada com as colunas tradicionais de 5 um de diametro interno.
Com isso, é inerente uma maior produtividade de amostras, ja que as separacdes sao
até nove vezes mais rapidas. Além disso, o bloco monolitico tem uma resposta
bastante rapida a mudanca de fluxo e uma vida util significativamente aumentada. Um
ponto diferencial € com relacdo ao preparo de amostras, ja que para trabalhar com
essas colunas, hd uma menor necessidade de preparo de amostras, pois as colunas
sdo muito resistentes ao blogueio, mesmo com amostras biologicas. Por fim, para
realizacdo da troca de colunas tradicionais para colunas de bloco monolitico para
métodos que requerem validacdo, a economia de custos devido ao aumento do
rendimento das analises justifica a despesa de uma revalidacdo da metodologia no
prazo de um més (SIGMA ALDRICH, 2020).

1.4 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

Produzir dados confiaveis € uma das competéncias mais importantes de um
laboratorio e € através da validacdo de um método de ensaio que isso pode ser

demonstrado. A validacdo é um processo que define parametros analiticos e confirma
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se a metodologia desenvolvida é adequada ao fim pretendido. Inerente a definicdo
dos parametros, esta a necessidade de avaliagcdo do desempenho do método. Além
disso, é importante ressaltar que a validacao é um processo que deve ser feito depois
do desenvolvimento da metodologia e antes das andlises para emisséo de resultados,
ja que a validacdo garante credibilidade e confiabilidade. Desse modo, o termo
“validacao” é bastante amplo e é apresentado com diversas definicdes na literatura,
além de quais parametros devem ser avaliados. Outro ponto que ndo é harmonizado
diz respeito aos critérios de aceitacdo adotados para cada parametro avaliado
(CARDOSO et al., 2010; MAGNUSSON, ORNEMARK, 2014).

Com o intuito de garantir a qualidade e seguranca no uso dos medicamentos,
observa-se uma grande movimentacdo das autoridades sanitarias em todo o mundo
em torno deste assunto. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), por meio de legislacdo e exigéncias, cobra cada dia mais das industrias
farmacéuticas a comprovacao que seus produtos atendam a critérios de seguranca,
qualidade e eficacia. A norma que estabelece critérios para a validacdo de
metodologias analiticas empregadas em insumos farmacéuticos, medicamentos e
produtos biolégicos é a Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166, de 24 de
Julho de 2017 da ANVISA (ANVISA, 2017).

De acordo com a RDC n° 166, o objetivo da validacdo é demonstrar que a
metodologia escolhida é adequada para a finalidade pretendida, ou seja, comprovar
por meio de analises que é possivel a determinacéo qualitativa, semiquantitativa, e/ou
guantitativa de farmacos e outras substancias nos produtos farmacéuticos garantindo
gue o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas e assegure a
confiabilidade dos resultados, comprovando assim que o produto pode ser analisado
e as especificacbes comprovadas por tal método (RIBANI et al., 2004). Cada teste é
classificado por categoria de acordo com sua finalidade, e baseado nesta, existe um
conjunto de parametros que devem ser atendidos. Os parametros utilizados em
validagdo de métodos analiticos s&o: especificidade e seletividade, linearidade,
intervalo, preciséo, limite de deteccao, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez
(Tabela 2). Atender a legislagéo sanitéria brasileira, que enfatiza a comprovacao da
qualidade seguranca e eficacia dos medicamentos, tem sido um trabalho rotineiro nas
industrias farmacéuticas (ANVISA, 2003).
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Tabela 2 - Parametros a serem considerados na validacado analitica RDC n° 166/2017.

Parametro L Teste de Impurezas
. Identificacéo o o Doseamento
Avaliado Quantitativo  Ensaio Limite
Exatidao Nao Sim Nao Sim
Precisdo - . o )
Repetibilidade Nao Sim Nao Sim
Precisao Nzo Sim Nzo Sim
Intermediaria
Seletividade Sim Sim Sim Sim
Limite Qe Nao Nao Sim Nao
Deteccao
L|m|_t<_—:- de~ Nao Sim N&o Nao
Quantificagao
Linearidade Nao Sim Nao Sim
Intervalo Nao Sim N&o Sim

Fonte: Adaptada RDC n° 166, 2017.

1.4.1 Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser comprovada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na
presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, CoOmo impurezas,
diluentes e componentes da matriz. No caso de métodos cromatograficos, deve ser
provada a pureza cromatografica do sinal do analito, exceto para produtos bioldgicos.

Para métodos de quantificacdo e ensaios limite, a seletividade deve ser
demonstrada por meio da comprovacdo de que a resposta analitica se deve
exclusivamente ao analito, sem interferéncia do diluente, da matriz, de impurezas ou
de produtos de degradacdo. Para demonstrar auséncia de interferéncia de produtos
de degradacéao, é necessario expor a amostra a condi¢des de degradacao ou estresse
em ampla faixa de pH, de oxidacao, de calor e de luz.

Uma das maneiras para a determinacdo da seletividade de um método é
através do experimento controle, ou seja, compara-se a analise do tempo de retencao
do pico resultante da amostra com a analise da matriz isenta do analito, onde os
componentes da matriz ndo podem apresentar picos semelhantes ao tempo de

retencdo do analito na amostra, sendo eluidos separadamente (RIBANI et al., 2004).
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1.4.2 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao de um analito
em uma amostra. Uma relagao linear deve ser avaliada em toda a faixa estabelecida
para o método. Para o estabelecimento da linearidade, deve-se utilizar, no minimo, 5
(cinco) concentracdes diferentes da solucdo quimica de referéncia (SQR) em, no
minimo, triplicata.

As solucdes utilizadas para avaliagéo da linearidade devem ser preparadas de
maneira independente, podendo ser utilizadas solucdes diluidas de uma mesma
solucdo mae da SQR.

A linearidade pode ser determinada através de expressdo matemética,
conhecida como curva analitica ou curva de calibragdo, que correlaciona a resposta
fornecida pelo equipamento (sinal obtido) com concentra¢des ou massas conhecidas
da espécie analisada por padronizacao interna ou externa (RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2018). A curva analitica geralmente é obtida usando-se padrées em pelo
menos 5 concentracdes diferentes em triplicata, obtendo-se a equacgao da regressao
linear de primeiro grau determinada pelo método dos minimos quadrados, de acordo
com a Equacao 5 (RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2016; LIMA et al., 2017; INMETRO,
2018).

y=ax+b (5

Sendo, y a resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico); a é o
coeficiente angular (inclinacdo da curva ou sensibilidade); x é a concentracdo do
analito; b é o coeficiente linear (interse¢do com o eixo y quando x = 0).

Os coeficientes de regressao a e b podem ser calculados pelas Equacgdes 6 e
7, respectivamente (ANVISA, 2016; INMETRO, 2018).

L(xi—-X)X(yi-y)

a="Sxx92 6)
p= W: y-ax (7)

Onde, xi séo valores individuais de concentracéo; yi sdo valores individuais da

resposta instrumental; x € média de valores de x (concentracéo); y € média de valores
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de y (resposta instrumental).

Além do calculo dos coeficientes de regresséao linear, tem-se a determinacéo
dos coeficientes de correlacéo linear R e de determinacéo linear R? para expressar o
quao adequado a curva analitica esta para ser usada como modelo matematico. A
qualidade do modelo matematico proposto € definida pelo coeficiente de determinacgéo
R?, onde valores préximos de 1,0 demonstram forte correlacéo entre as variaveis.
Enquanto a disperséo ou desvio dos pontos experimentais diminui a medida que R se
aproxima de —1,0 e 1,0, pois menor sera a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados. Para a linearidade da curva ser confiavel, a RDC n° 166 recomenda que
R deve ser maior ou igual a 0,990 e o coeficiente angular deve ser significativamente

diferente de zero.

Para avaliacao da linearidade, devem ser apresentados os seguintes dados:
- Representacéao grafica das respostas em funcdo da concentracdo do analito;
- Gréfico de dispersao dos residuos, acompanhado de sua avaliacao estatistica;

- Equacado da reta de regressdo de y em x, estimada pelo método dos minimos
quadrados;

- Avaliacdo da associacao linear entre as variaveis por meio dos coeficientes de

correlacéo (r) e de determinacao (r?);
- Avaliacao da significAncia do coeficiente angular.

A homocedasticidade dos dados deve ser investigada para a utilizagcdo do
modelo adequado. Esse parametro trata-se da avaliagdo dos erros, que ndo devem
ser homogéneos. Nos testes estatisticos, deve ser utilizado um nivel de significancia
de 5% (cinco por cento). O coeficiente de correlacdo deve estar acima de 0,990 e o

coeficiente angular deve ser significativamente diferente de zero.
1.4.3 Preciséao

A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado. Deve ser expressa por meio de ensaios de repetibilidade, de precisao

intermediaria ou de reprodutibilidade.



32

Deve ser demonstrada pela dispersao dos resultados, calculando-se o desvio
padrao relativo (DPR) da série de medicbes conforme a férmula
"DPR=(DP/CMD)X100", em que DP € o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média
determinada.

As amostras para avaliacdo da precisdo devem ser preparadas de maneira
independente desde o inicio do procedimento descrito no método. Para determinacao

da repetibilidade deve obedecer aos seguintes critérios:

- Avaliar as amostras sob as mesmas condicbes de operagdo, mesmo analista e

mesma instrumentacao, em uma Unica corrida analitica.;

- Utilizar, no minimo, 9 (nove) determinacdes, contemplando o intervalo linear do
método analitico, ou seja, 3 (trés) concentra¢cdes: baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas em cada nivel ou 6 (seis) réplicas a 100% (cem por cento) da concentracdo

do teste individualmente preparadas.

Para determinacéo da preciséo intermediaria, deve-se obedecer aos seguintes
critérios:

- Expressar a proximidade entre os resultados obtidos da andlise de uma mesma
amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por
operadores distintos;

- Contemplar as mesmas concentracdes e 0 mesmo numero de determinacdes
descritas na avaliacao da repetibilidade;

Por ultimo, a reprodutibilidade deve ser obtida por meio da proximidade dos
resultados obtidos em laboratérios diferentes. E aplicavel em estudos colaborativos
ou na padronizacdo de métodos analiticos para inclusdo desses em compéndios
oficiais, mediante testes estatisticos adequados.

Para afirmar que os resultados obtidos sao estatisticamente semelhantes entre
si, utiliza-se o teste F e o teste t—Student, resumidamente (RIBANI et al., 2004,
ANVISA, 2016; INMETRO, 2018). Esse conjunto de procedimentos estatisticos para
analise de variancia de respostas de experimentos é conhecido por ANOVA (Analysis
of Variance). De modo geral, esses testes estatisticos fornecem se um dado
experimental é significativamente igual a um valor conhecido ou se dois ou mais dados

experimentais podem ser considerados idénticos (SKOOG et al., 2006).
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1.43.1 Teste de Hipotese F

O teste F é empregado na comparacao de variancias e na analise de regressao
linear, sendo baseado na hipétese nula de que as variancias dos dois valores
considerados sejam iguais, onde a hipotese nula é rejeitada se o teste estatistico
difere muito de 1. Em outras palavras, o Teste F informa se os resultados sao precisos
entre si. Esse teste é a razdo entre os desvios—padrdo de dois dados, como mostra a
Equacéo 8, e o resultado € comparado com o valor critico de F em um determinado
nivel de confianga. Valores para um nivel de significAncia de 0,05 ou nivel de
confianca de 95% estéo apresentados na Tabela 3 (SKOOG et al., 2006; PROCOPIO,
2017).

_ s}

F =
SD?

(8)

Tabela 3 — Valores criticos de F em um Nivel de Probabilidade de 5% (Nivel de Confianga 95%).

Graus de Liberdade Graus de Liberdade (Numerador)
(Denominador) 2 3 4 5 6 10 12 20 o0
2 19,00 19,16 1925 1930 1933 1940 1941 19.45 19,50
3 9,55 9,28 9,12 9,01 8,94 8,79 8,74 8,66 8,53
4 6,94 6,59 6,39 6,26 6,16 5,96 591 5,80 5,63
5 5,79 5.41 5,19 5,05 4,95 4,74 4,68 4,56 4,36
6 5,14 4,76 4,53 4,39 4,28 4,06 4,00 3,87 3,67
10 4,10 3,71 3,48 3,33 3,22 2,98 2,91 2,77 2,54
12 3,89 3.49 3,26 3,11 3,00 2,75 2,69 2,54 2,30
20 3,49 3,10 2,87 2,71 2,60 2,35 2,28 2,12 1,84
00 3,00 2,60 2,37 2,21 2,10 1,83 1,75 1,57 1,00

Fonte: Skoog et al., 2006.

Se Fcalculado > Ftabelado, ambos 0s métodos ou amostras sdo significativamente
diferentes estatisticamente. Ja Se Fcalculado < Ftabelado, 0S resultados obtidos n&o
apresentam diferenca estatisticamente significativa entre seus resultados (SKOOG et
al., 2006; PROCOPIO, 2017)

1.4.3.2 Teste t de Student

O teste estatistico t de Student, ou simplesmente teste t, considera os valores
obtidos ao comparar duas médias de amostras ou uma média de uma amostra e de

um valor conhecido, ou seja, o Teste t informa se os resultados sao idénticos.
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Inicialmente, calcula-se o intervalo de confianca (IC) para a média (x) de n réplicas de
medidas a partir de um valor de t tabelado (t tabelado), de acordo com a Equacéo 9.
Para n medidas, utiliza-se a Equacéo 10 para determinar o valor de t experimental (t
calculado). Os valores de t tabelado encontram-se na Tabela 4 (SKOOG et al., 2006;
PROCOPIO, 2017).

_ SD
IC =X * tigpelado In (9)

x1—x2 nin,

(10)

(SD?(ny-1)+SD%(ny-1)) N M1 172
(n1-n3?)

Lealculado = \/

Tabela 4 — Valores de t tabelado para varios niveis de probabilidade.

Graus de Liberdade 80% 90% 95% 99% 99,9%
1 3,08 6,31 12,7 63,7 637
2 1,89 2,92 4,30 9,92 316
3 1,64 235 3,18 5,84 12,9
4 1,53 2,13 2,78 4,60 8,61
5 1.48 2,02 2,57 4,03 6,87
6 1,44 1,94 2,45 3,71 5,96
7 1,42 1,90 2,36 3,50 5,41
8 1,40 1,86 2,31 3,36 5,04
9 1,38 1,83 2,26 3,25 4,78
10 1,37 1,81 2,23 3,17 4,59
15 1,34 1,75 2,13 295 4,07
20 1,32 1,73 2,09 2,84 3,85
40 1,30 1,68 2,02 2,70 3,55
60 1,30 1,67 2,00 2,62 3,46
o 1,28 1,64 1,96 2,58 3,29

Fonte: Skoog et al, 2006.

Se tealculado > ttabelado, aMbas as meédias sdo estatisticamente diferentes (hipdtese
alternativa). Ja se tcalculado < ttabelado, 85 medias obtidas ndo apresentam diferenca
estatistica entre seus resultados (hipétese nula) (SKOOG et al., 2006; PROCOPIO,
2017).

1.4.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de

concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagcdo a um
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valor aceito como verdadeiro. Deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove)
determinacdes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés)
concentracdes: baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel.

As amostras para avaliagdo da exatiddo devem ser preparadas de maneira
independente, podendo ser utilizadas solucdes diluidas de uma mesma solucdo mae
da SQR. Deve ser expressa pela relacdo percentual de recuperacédo do analito de
concentracdo conhecida adicionado a amostra ou pela relacdo entre a concentracdo
média, determinada experimentalmente, e a concentragédo teorica correspondente,

dada pela Equacao 11:

Xex
R% = =2E

x 100 (11)

Xreal

Deve ser calculado o desvio padréo relativo (DPR) para cada concentracao.
Em andlises traco, é aceitavel valores de recuperacao ou erro relativo percentual entre
80—-110% com CV de no maximo 20% para concentracfes com grandezas maiores
ou iguais a 10—6 (ppm) e de 40-120% para concentracdes com grandezas maiores
ou iguais a 10-9 (ppb) com CV de no maximo 35% (ANVISA, 2016; INMETRO, 2018).

1.4.5 Limite de Deteccao

O limite de deteccdo deve ser demonstrado pela obtencdo da menor
guantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, nao
necessariamente quantificado, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. Pode
ser realizada por meio de método visual, da razdo sinal-ruido, baseado na
determinacao do branco ou em parametros da curva de calibracdo, considerando-se
as particularidades do método analitico utilizado.

Para métodos visuais, o limite de deteccdo € determinado pela menor
concentracdo para a qual é possivel constatar o efeito visual esperado. Ja para
meétodos instrumentais, o limite de deteccéo pode ser determinado pela razdo sinal-
ruido.

A raz&o sinal-ruido deve ser maior ou igual a 2:1, seguindo a Equagéo 12:

3,30

LD =2
IC

(12)
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Em que: IC é a inclinacédo da curva de calibracdo, & é o desvio padrdo e pode ser
obtido de 3 formas:

- A partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentra¢des do analito proximas ao suposto limite
de deteccéo;

- A partir do desvio padréo residual da linha de regresséo;

- A partir da estimativa de ruido proveniente da analise de um apropriado niumero de

amostras do branco.
1.4.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas. Para a determinacdo deste parametro deve ser seguido
0 mesmo procedimento descrito no item 1.4.5., sendo que a razéo sinal/ruido deve

ser no minimo de 10:1, como na Equacéao 13.
100

LQ =-— (13)

Em que: IC é a inclinagcdo da curva de calibracdo, & € o desvio padrao e pode
ser obtido de 3 formas:

- A partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracao construidas contendo concentra¢des do analito proximas ao suposto limite
de deteccéo;

- A partir do desvio padréo residual da linha de regresséo;

- A partir da estimativa de ruido proveniente da andalise de um apropriado nimero de
amostras do branco.

Com o crescimento do uso da cromatografia liquida, a técnica ganhou atencao
dos pesquisadores para a implementacdo da Quimica Analitica Verde (QAV) no
desenvolvimento de metodologias analiticas. O objetivo da QAV é reduzir ou eliminar
0s impactos causados pelas analises quimicas sobre o meio ambiente sem prejudicar
os parametros de desempenho, portanto suas prioridades séo: eliminacdo ou reducao
de reagentes e solventes, reducdo de emissdes, eliminacdo de reagentes toxicos e
reducdo de trabalho e energia. Com base nos principios da quimica verde, algumas
estratégias sdo comumente implementadas para obter métodos de cromatografia
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liquida mais ecoldgicos. Elas se concentram na reducdo do consumo de solvente pela
diminuicdo do comprimento da coluna, diametro interno e/ou particula da coluna; e a
substituicdo de solventes toxicos e perigosos, como ACN e MeOH, por solventes
alternativos menos toxicos e ambientalmente mais corretos. As técnicas
cromatograficas tém o potencial de serem mais verdes em todas as etapas da anélise,
desde a coleta e preparacédo da amostra, até a separacéo e determinacdo (ARAGAO
et al., 2009; SHIRKHEDKAR; CHAUDHARI, 2021).

1.5 QUIMICA VERDE

A Quimica é uma ciéncia que se destaca por sua presenca em diversas areas,
desde combustiveis aos mais complexos medicamentos. A produg¢do quimica gera
inmeros inconvenientes, como a formacao de subprodutos téxicos e a contaminacgéo
do ambiente e dos seres humanos. As inddstrias devem sempre aprimorar o
desenvolvimento dos processos, para que sejam cada vez menos prejudiciais ao meio
ambiente e ao homem (PRADO, 2003; SANTOS et al., 2022).

Criada pelos quimicos John Warner e Paul Anastas, membros da Agéncia
Ambiental Norte-Americana, em 1991, a Quimica Verde foi definida por eles, na época
como sendo um conjunto de principios que reduzem ou eliminam o0 uso ou a geracao
de substancias perigosas durante o planejamento, manufatura e aplicacdo de
produtos quimicos (LENARDAO et al., 2003).

Em 1993, a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
reconheceu e aprovou a criacdo da Quimica Verde, definindo-a como invencéao,
desenvolvimento e aplicacdo de produtos e processos quimicos para diminuir ou
eliminar a utilizacdo e a geracéo de substancias perigosas. Nessa definicédo, o termo
“perigosas” deve ser entendido como substancias nocivas ou toxicas a saude humana
e ao meio ambiente (QUIMICA VERDE NO BRASIL, 2010).

Conhecida também como Quimica Limpa ou Quimica Sustentavel, a Quimica
Verde é um tipo de prevencao relacionada a poluicdo causada por atividades na area
guimica. Buscando o desenvolvimento de metodologias que utilizem e gerem a menor
guantidade de materiais téxicos ou inflamaveis possiveis, esse ramo da Quimica tem
0 objetivo de minimizar riscos, assim como gastos com o tratamento dos residuos

gerados nos processos. Para isso, algumas instituicdes definiram os doze principios
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elementares da Quimica Verde, que precisam ser seguidos quando se pretende
implementa-la em uma industria ou instituicdo ou pesquisa na area de quimica e aqui
estéo listados os doze pontos (SILVA, 2005; ZIDNY; EILKS, 2022).

1) Prevencao: € mais econdmico evitar a producéo de residuos téxicos do que trata-

lo apds a sua geracao;

2) Eficiéncia Atdmica: deve-se procurar desenhar metodologias sintéticas que

possam maximizar a incorporacao de todos os materiais de partida no produto final;

3) Sintese Segura: sempre que praticavel, a sintese de um produto quimico deve
utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a saude

humana e ao ambiente;

4) Desenvolvimento de Produtos Seguros: os produtos quimicos devem ser
desenhados de tal modo que realizem a funcdo desejada e a0 mesmo tempo nao

sejam toxicos;

5) Solventes e Auxiliares Seguros: o uso de substancias auxiliares (solventes,
agentes de separacao, secantes, entre outros) precisa, sempre que possivel, tornar-
se desnecessario e, quando utilizadas, estas substancias devem ser indécuas ou

facilmente reutilizaveis;

6) Eficiéncia Energética: a utilizacdo de energia pelos processos quimicos precisa
ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e econdmicos e deve ser
minimizada. Se possivel, 0s processos quimicos devem ser conduzidos a temperatura

e pressao ambientes;

7) Uso de Fontes Renovaveis de Matéria-Prima: sempre que possivel e
economicamente viavel, a utilizagdo de matérias-primas renovaveis deve ser

escolhida em detrimento de fontes nao-renovaveis;

8) Evitar a Formacdao de Derivados: a derivatizacdo desnecessaria (uso de grupos
blogueadores, protecéo, desprotecdo ou modificagdo temporaria por processos fisicos
e gquimicos) deve ser minimizada ou, se possivel, evitada, porque estas etapas

requerem reagentes adicionais e podem gerar residuos;

9) Catalise: o uso de catalisadores seletivos deve ser escolhido em substituicdo aos

reagentes estequiométricos;
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10) Sintese de Produtos Biodegradaveis: os produtos quimicos precisam ser
desenhados de tal modo que, ao final de sua funcéo, se fragmentem em produtos de

degradacdo in6cuos e ndo persistam no ambiente;

11) Analise em Tempo Real para a Prevencédo da Poluicdo: serd necessario o
desenvolvimento futuro de metodologias analiticas que viabilizem um monitoramento
e controle dentro do processo, em tempo real, antes da formacdo de substancias

nocivas;

12) Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencdo de Acidentes: a escolha
das substancias adicionadas ou formadas em um processo quimico deve considerar

a minimizacéao do risco de acidentes, vazamentos, incéndios e explosdes.

1.5.1 Avaliacdo do Carater Verde — Métricas Holisticas

O significado da palavra “métrica” em qualquer contexto corresponde a um
sistema de avaliacdo do funcionamento de um sistema dinAmico e complexo que
permite aferir o modo como ele opera, especificamente quanto ao cumprimento dos
respectivos objetivos. Os resultados provenientes servem para auxiliar na tomada de
decisBes na gestdo do sistema, justificar alteracdes a serem realizadas, orientar a
evolucdo de processos e promover inflexdes do seu funcionamento visando atingir de
forma mais eficaz o objetivo pretendido (GALUSZKA et al., 2012; BECKER et al.,
2022).

Avaliar quantitativamente o carater verde dos processos analiticos é um ponto
de muita atencéo, ja que € uma grande dificuldade do processo. ISso surge por conta
da grande variedade de metodologias, solventes, analitos, complexidade da matriz,
além de muitas outras etapas a serem consideradas. Além disso, a verdura quimica
€ um conceito dificil de avaliacdo devido a complexidade intrinseca da Quimica e das
suas multiplas relagbes com o ambiente, biosfera e a sociedade. As métricas
relacionadas a massa da Quimica Verde fornecem indicacdes Uteis sobre a verdura,
mas tém um alcance limitado pois aferem apenas a produtividade atdmica, ou seja,
fornecem uma avaliacdo incompleta do carater verde, que néo leva em consideracéo
0S riscos para a saude e para o ambiente. As métricas ambientes sdo um

complemento essencial da avaliacdo do carater verde, mas sao complexas e dificeis
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de usar (GALUSZKA et al., 2012; EL-KAFRAWY et al., 2022).

Nesse sentido, as métricas holisticas surgiram com o objetivo de favorecer a
transposicdo da forma qualitativa da avaliacdo do carater verde para uma forma
quantitativa. O emprego das métricas de verdura representam um meio de avaliar o
guanto um processo se aproxima ou se afasta do cumprimento dos principios que
norteiam a Quimica Verde. Um exemplo de uma meétrica holistica é a chamada
Estrela-Verde (EV), que atende simultaneamente os doze principios da Quimica
Verde (RIBEIRO et al., 2010; SAJID; PLOTKA-WASYLKA, 2022).

A EV € uma estrela com o numero de pontas relativo ao numero de principios
que estdo sendo avaliados. Cada ponta tera& o seu respectivo comprimento

proporcional ao grau do cumprimento do principio correspondente (Figura 16).

P1 P1 P1 P1
P12 P2 P12 p2 P12 P2 P12 P2

P9 P5 P9 Ps P9 Ps P9 PS5

P7 P7 P7 P7

Figura 16 - Métrica holistica Estrela-Verde A a D, em ordem crescente do atendimento aos
principios da Quimica Verde.
Fonte: Vitalino et al, 2019.

A EV é um grafico radial que pode ser construido a partir de planilhas
eletrbnicas. A Figura 16 apresenta um conjunto de EVs em ordem crescente do
atendimento aos principios. A EV A, preenchida completamente de vermelho, registra
as medidas de uma situacdo em que nenhum dos Principios da Quimica Verde foram
atendidos. Desta forma, representa a pior situagdo possivel, denominada de caso
maligno. A EV D, totalmente preenchida de verde, exemplifica uma situacdo em que
todos os Principios da Quimica Verde foram atendidos plenamente. Representa uma
situacao ideal denominada de caso benigno. As EV B e EV C demonstram situagdes
intermediarias. A EV B apresenta cinco pontas totalmente vermelhas, representando
0s principios que ndo foram atendidos. As trés pontas totalmente verdes indicam os
principios que foram totalmente atendidos. As duas pontas preenchidas com as duas

cores, verde e vermelha, reflete a situacdo em que o principio foi parcialmente
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atendido. A EV C tem um numero maior de pontas verdes quando comparada com a
EV B, por evidenciar uma situacdo em que 0 numero de principios que foram
totalmente atendidos é maior (RIBEIRO et al., 2010; MARTINEZ et al., 2022).

Economia atémica, eficiéncia da massa de reacéao, estrela verde e eco escala
sdo métricas tradicionais muito utilizadas, porém séo técnicas aplicadas a Quimica
Verde mais voltadas para fins de sinteses organicas do que para aplicagcbes em
Quimica Analitica Verde, além de serem técnicas essencialmente qualitativas.
Adaptacdes destas métricas e outras metodologias de avaliacdo de verdura quimica,
guantitativas e semiquantitativas, foram sendo propostas na literatura com o intuito de
promover uma avaliacdo adequada aos procedimentos analiticos como, por exemplo,
a reformulacdo da métrica por economia atbmica, a Avaliacdo do Ciclo de Vida (LCA),
o indice Nacional de Métodos Ambientais (NEMI), Certificado Verde e uma adaptacéo
da eco escala (YABRE et al., 2020).

A rotulagem NEMI é um banco de dados que resulta em um pictograma de facil
leitura que classifica os métodos analiticos de acordo com quatro critérios: PBT
(persistente, bioacumulativo e téxico), corrosivo (pH < 2 ou > 12), perigoso e residuos
(>50 g). Como exemplo, a Figura 17 compara dois métodos para determinacéo de
pesticidas organicos na agua, utilizando cromatografia gasosa (OLIVEIRA, 2002;
FERREIRA et al., 2022).

pBTC | Perigoso PBTE | Perigoso

Corrosivo .~ Geragdo Corrosivo

: Geracdo

de residuos de residuos
Método 525.5 Método 505
»Extracdo de uma amostra de 1l »Extracdo de uma amostra de 35g
s PBT: nenhum = PBT: nenhum
*® Perigoso: acetato de etila, ® perigoso: hexano

cloreto de metileno, metanol
® Corrosivo: pH <2
" Geracdo de residuos: > 50g

® Corrosivo: nenhum acido/base
® Geragdo de residuos: < 50g

Figura 17 - Avaliacé@o do Caréter Verde entre métodos 525.5 e 505 segundo os critérios da
rotulagem NEMI.
Fonte: Oliveira, 2022.

O quadrante verde preenchido, indica que o método analitico atende ao
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respectivo critério, ou seja, é “verde” neste quesito. E como pode ser observado na
Figura 17, o método 505 é o mais “verde” para essa analise, por possuir mais
quadrantes preenchidos. Entretanto, a rotulagem NEMI ainda € uma métrica mais
qualitativa, que leva em consideragdo uma avaliagdo sem muitos requisitos e sem
atribuicdo e avaliacdo de dados (OLIVEIRA, 2002; RAHMAN et al., 2022).

A reformulacdo da eco escala para aplicagdo em procedimentos analiticos
também assume que um procedimento ideal, caracterizado pela eliminacdo ou
minimizacdo de reagentes, consumo de energia e geracao de residuos, tém uma
pontuacdo igual a 100 pontos na eco escala. Pontos de penalidade sao atribuidos a
parametros que diferem do ideal e sdo subtraidos de 100, logo, quanto mais a
pontuacdo se afasta da maxima, menos verde € o procedimento. Os resultados
obtidos da subtracéo classificam os procedimentos analiticos como excelente carater
verde 10 (>75 pontos), carater verde aceitavel (50 pontos) e carater verde inadequada
(<50 pontos) (IBRAHIM et al., 2019; RASHED et al., 2020; DOGAN et al., 2020;
LUVIZON, 2020).

Para atribuicdo dos pontos de penalidade as substancias envolvidas nos
procedimentos, GALUSZKA e colaboradores (2012) propéem que a avaliacdo dos
riscos fisicos, ambientais e a saude sejam atribuidos com base no Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(GHS). A partir dessa classificacdo, cada substancia é caracterizada por um ou mais
pictogramas, a quantidade de pictogramas corresponde a um subtotal de pontos que
deve ser multiplicado pelo valor atribuido a palavra de adverténcia sinalizada no GHS,
na qual 0 pontos é atribuido aos reagentes sem pictogramas, 1 ponto de penalidade
€ atribuido ao reagente que contém perigo menos grave, sinalizado pela palavra
“atencédo” e 2 pontos sdo atribuidos ao reagente que contém perigos mais graves,
sinalizado pela palavra “perigo”. Além destas, outra pontuacdo também deve ser
multiplicada, a que se refere aos valores de quantidade utilizadas de cada solvente.
Do ponto de vista energético e residual, as pontuacdes devem ser atribuidas conforme

indicado na Figura 18.
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Sub-
Reagentes total Total
Quantidade X
Quantidade <10 mL (g) 1 Perigo
10-100 mL (g) 2
>100 mL (g) 3
Perigo Nenhum 0
Risco menos grave 1
Risco mais grave 2
Energia <1,0 kWh por amostra 0
<1,5 kWh por amostra 1
>1,5 kWh por amostra 2
Risco
ocupacional Processo analitico Hermético 0
Emisséo de vapores e gases para o ar 3
Quantidade X
Residuo Nenhum 0 Caracteristica
Quantidade <tmL 1
1-10 mL 3
>10 mL 5
Caracteristica Reciclavel 0
Degradavel 1
Passivo 2
N&o admite tratamento 3
Somatério dos
pontos TOTAL

Figura 18 — Pontuacdes atribuidas para avaliagdo na eco escala.
Fonte: Adaptado GALUSZKA et al. (2012).

Em 2014, Funari e colaboradores desenvolveram um outro método de
avaliacdo para estimar o qudo verde sdo as andlises cromatograficas, o Green
Chromatographic Fingerprint Response (GCFR). Este método é baseado em fatores
relacionados ao desempenho da separacdo cromatografica e esta representado na
Equacdo 14. A equacdo contém trés termos complementares e foi projetada para
maximizar o numero de picos e sua distribuicdo ao longo de todo o cromatograma ao

mesmo tempo em que tenta maximizar o numero de picos por minuto de analise.
— px(EPN
GCFR = n*(-)(7) (14)

Onde n é o numero total de picos num cromatograma, x é o expoente de n
(indica o peso atribuido a ele), t € o tempo total de execucao, fewer peaks (FP) é o

namero de picos na se¢cdo do cromatograma com menos picos e more peaks (MP) é
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0 numero de picos na secao do cromatograma de igual comprimento, mas com mais
picos (FP/MP indica como uniformemente esta informacéo é distribuida entre secdes
iguais do cromatograma). Quanto mais alta a pontuagcdo GCFR para uma determinada
corrida, melhor, pois significa uma separagao mais eficiente (FUNARI et al., 2014).

De forma alternativa a métrica GCFR, utilizou-se a métrica AGREE - Analytical
GREenEss Metric - para se quantificar o impacto ambiental do método desenvolvido
e para estabelecer comparacdes com o método de referéncia IF010-00. A métrica foi
selecionada porque representa o estado-da-arte na literatura e possibilita uma
avaliacao flexivel, rapida, de facil interpretacao, porém holistica do impacto ambiental
de processos. O critério de avaliacdo se baseia em critérios quantitativos baseados
nos 12 principios da Quimica Analitica Verde (para os quais podem ser atribuidos
pesos pelo analista), os quais sédo transformados em uma escala que varia de 0 a 1.
O resultado final é apresentado na forma de pictograma por um software livre
disponibilizado no material suplementar da referéncia original. O pictograma indica um
score final, a performance do processo em cada um dos critérios avaliados e eventuais
pesos atribuidos pelo usuéario (PENA-PEREIRA et. al., 2020; KOKILAMBIGAI,
LAKSHMI, 2022).

1.5.2 Cromatografia Verde

Para algumas implementacbes, é necessario modificar a instrumentacao
cromatografica, o que pode tornar o método mais caro e/ou mais complexo. Por isso,
uma boa tatica é a substituicdo de solventes toxicos por solventes verdes alternativos,
como o etanol por exemplo. O etanol € um solvente ambientalmente amigavel e com
caracteristicas favoraveis para as analises de cromatografia liquida. Com isso, muitos
estudos estéo sendo feitos para sua aplicagdo como solvente organico na fase movel
e a maioria deles demonstraram bons resultados. Um artigo publicado em 2014 fez
uma combinagédo dos dados divulgados por algumas instituicbes que categorizaram
os solventes de acordo com sua periculosidade. A combinagéo dos dados resultou em
um ranking dos solventes mais e menos recomendados para se utilizar em analises
guimicas, mostrado na Figura 19 (PRAT et al., 2014; HESSEL et al., 2022).
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Agua, EtOH, i-PrOH, 1-BuOH, EtOAc, i-PrOAc, n-

BuOAc, anisol, sulfolano.

Recomendado

MeOH, 2-BuOH, t-BuOH, alcool benzilico,
etilenoglicol, acetona, metiletilcetona,
metilisobutilcetona, ciclohexanona, MeOAc,
AcOH, Ac:20.

" Me-THF, heptano, Me-ciclohexano, tolueno,
Problematico . _
xileno, clorobenzeno, acetonitrila, DMPU, DMSO.

MTBE, THF, ciclohexano, DCM, acido férmico,

Problematico ou Perigoso? o
piridina.

Eter di-isopropilico, 1,4-dioxano, DME, pentano,
hexano, DMF, DMAc, NMP, metoxietanol, TEA.

Eter dietilico, benzeno, cloroférmio, CCls, DCE,

nitrometano.

Figura 19 — Ranking dos solventes
Fonte: Adaptado de PRAT, et al., 2014
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Otimizar e acelerar a metodologia farmacopeica brasileira IF010-00 para
quantificacdo de acido acetilsalicilico em formulagfes farmacéuticas utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE;

Desenvolver a nova metodologia utilizando os conceitos da Quimica Verde;
Validar a metodologia analitica otimizada seguindo as preconiza¢des da RDC
166/2017 da ANVISA;

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar parametros cromatogréficos para reducdo de tempo de corrida,
aumentando a produtividade;

Implementar a utilizacdo de colunas cromatograficas com tecnologias mais
modernas - fase estacionaria semi-porosa (particulas de nucleo fundido) e
monoliticas - para aumento da resolucdo e melhora dos limites de detec¢éo da
analise;

Reduzir ou eliminar a geracdo de residuos e minimizar a utilizagdo de
solventes, visando atender a filosofia da Quimica Verde;

Comparar e avaliar o carater verde da metodologia original e da metodologia
desenvolvida;

Validar a metodologia analitica otimizada seguindo a RDC 166/2017 da
ANVISA, assegurando sua adequabilidade ao fim proposto de acordo com as
exigéncias dos orgaos regulamentadores;

Submeter a metodologia analitica otimizada para teste em algum laboratorio

farmacéutico brasileiro.
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3.1.1 Padrdes Analiticos de Referéncia e Amostra de Aspirina®

Os padrdes analiticos de referéncia utilizados estéo relacionados na Tabela 5,

com a descricdo do lote, pureza, validade e marca:

Tabela 5 — Padrdes Analiticos Utilizados.

) Data de
Padrdo Analitico Lote Pureza, % m/m _ Marca
Validade
Ac. Acetilsalicilico LRAC6517 99,9 31/10/2024  Sigma Aldrich
Acido Salicilico 3.0 100 16/03/2024 USP

Fonte: Préprio Autor, 2022.

As amostras dos comprimidos de Aspirina® e do placebo Parteck® Sl 200

utilizados estéo relacionadas na Tabela 6, com a descricédo de lote, data de validade

e marca:
Tabela 6 — Amostra e Placebo Utilizados.
Data de Data de
Amostra Lote ] ) Marca
Fabricagcéo Validade
Aspirina® ARBSS6 01/12/2020 01/12/2022 Bayer
Parteck® S| 200 K32103583 28/10/2020 28/10/2022 Merck

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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3.1.2 Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento e validacdo da

metodologia analitica estdo descritos na Tabela 7:

Tabela 7 — Solventes Utilizados.

Data de Data de
Reagente/Solvente Lote . . Marca
Fabricacao Validade

Acetonitrila grau
HPLC

11014830921 09/05/2019 31/05/2022 Merck

Acido Fosférico K52677452108 18/03/2021 31/07/2023 Merck

Etanol grau HPLC K52885927 15/10/2020 31/10/2023 Merck

Agua Milli-Q NA NA NA Merck

Fonte: Proprio Autor, 2022,

3.1.3 Equipamentos e Consumiveis

e Cromatdégrafo Liquido de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
Marca: Hitachi High-Tech
Modelo: Chromaster 600

e Cromatdégrafo Liquido de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
Marca: Agilent Technologies
Modelo: 1260 Infinity

e Balanca Analitica
Marca: Sartorius
Modelo: Secura 225-D



Deionizador
Marca: Sartorius
Modelo: YIBO1-OUR

Repipetador Eletronico
Marca: Brand
Modelo: HandyStep® S

Banho de Ultrassom
Marca: Branson
Modelo: 5800

Ultra purificador de agua
Marca: Merck Millipore
Modelo: Milli-Q 1Q7005

Estufa Camara Climéatica
Marca: Ethik
Modelo: 420 — 150L

Camara Escura Ultravioleta
Marca: SpaLabor
Modelo: SP-204 (254 nm)

Coluna Cromatografica Purospher Star RP-18 250x4,6mm - 5um
Marca: Merck
Lote: HX431554

Coluna Cromatografica Ascentis Express C18 150x4,6mm — 2,7um
Marca: Supelco
Lote: USHWO008815

Coluna Cromatogréfica Chromolith High Resolution RP-18 100x4,6mm

49
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Marca: Merck
Lote: HX02314222

e Coluna Cromatografica Chromolith High Resolution RP-18 100x4,6mm
Marca: Merck
Lote: HX16525922

e Filtro de Membrana Millex PTFE 0,45 um — 33 mm de diametro

Marca: Merck

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ACIDO ACETILSALICILICO

3.2.1.1 Metodologia Original

Inicialmente, foram preparadas solucfes padrdo de 4cido acetilsalicilico e acido
salicilico de forma independente, seguindo todo procedimento preconizado pela
farmacopeia brasileira.

Os padrdes foram pesados em balanca analitica, previamente calibrada na
faixa de trabalho e transferidos quantitativamente para bal6es volumétricos, onde
foram solubilizados em uma mistura de acetonitrila, agua ultrapura e acido fosférico
na proporgdo de 400:600:2. Em seguida, os baldes foram levados ao banho de
ultrassom por 5 minutos para garantir a solubilizacdo completa. Apdés equalizar a
temperatura, completaram-se os volumes dos bal6es até o menisco com a mistura
diluente.

Com as solucdes padrao prontas e previamente filtradas em Millex® PTFE 0,45
pum, realizou-se a andlise cromatografica utilizando-se as condicdes do método
farmacopeico IF010-00 e uma coluna Purospher Star RP-18 250 mm x 4,6 mm — 5

pum, tal qual descreve a metodologia registrada, de acordo com a Tabela 8.

Tabela 8 — Pardmetros da Metodologia Original do AAS®.

Parametro Configuracéao

Comprimento de Onda 237 nm
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Temperatura do Forno 25°C
Fluxo de Fase Movel 1 mL.min?
Tempo de Corrida 10 minutos
Volume de Injecao 10 pL
Composicao da Fase Movel ACN:H20:H3PO4 (400:600:2)

Fonte: Préprio Autor, 2022.

Apos o fim da analise, com todos dados tratados e as integracfes realizadas,
foram avaliados os seguintes parametros: tempos de retencao, resolucéo, assimetria

e desvio padréo relativo entre as areas dos picos.

3.2.1.2 Transferéncia para Metodologia com Etanol — Coluna Original

Seguindo com os testes para o desenvolvimento e aceleracdo da metodologia,
realizou-se a andlise cromatografica utilizando os mesmos parametros da Tabela 8,
porém mudando-se a acetonitrila pelo etanol na composicdo da fase movel e no
preparo de amostras. Vale ressaltar que, a fim da reducdo de gasto de solvente,
trabalhou-se com preparo de amostras diretamente em vials, com uso de
repipetadores eletronicos.

Foram realizadas uma sequéncia de analises de forma a encontrar a
composicao ideal de etanol que ajustasse o tempo de reten¢éo do acido acetilsalicilico
para o mesmo tempo de retencdo da condi¢cdo farmacopeica, ou seja, utilizando
acetonitrila na composicao da fase movel.

Da mesma forma, apos o fim da analise, com todos dados tratados e as
integracdes realizadas, foram avaliados 0s seguintes parametros: tempos de

retencdo, resolucdo, assimetria e desvio padrao relativo entre as areas dos picos.

3.2.1.3 Aceleracao da Metodologia — Coluna de Nucleo Rigido

Com o objetivo de acelerar a metodologia de analise, a primeira coluna a ser
testada foi uma Ascentis Express® C18 150 mm x 4,6 mm — 2,7 um de tamanho de

particula. O primeiro teste realizado foi a analise com os mesmos parametros definidos
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pelo item 3.2.1.2., apenas com a mudanca da coluna cromatogréfica.

Como um segundo teste, realizou-se a mesma analise, com uma alteracdo na
temperatura do forno de 25°C para 45°C e as mudancgas foram avaliadas.

Da mesma forma, apos o fim da analise, com todos dados tratados e as
integracbes realizadas, foram avaliados o0s seguintes parametros: tempos de

retencao, resolucdo, assimetria e desvio padrao relativo entre as areas dos picos.

3.2.1.4 Aceleracdo da Metodologia — Coluna de Bloco Monolitico

Ainda trabalhando na aceleracédo da metodologia analitica, a segunda coluna a
ser testada foi uma Chromolith® High Resolution RP-18 100 mm x 4,6 mm. O primeiro
teste foi realizar a anélise com os mesmos parametros definidos pelo item 3.2.1.2.,
apenas com a mudanca da coluna cromatografica.

Como um teste subsequente, realizou-se um ensaio com mudanca de fluxo,
onde foram testados fluxos de 1; 1,5; 2 e 2,5 mL.min%. Apds avaliacéo do fluxo 6timo,
um terceiro ensaio foi realizado trabalhando-se com alteragéo da temperatura do forno
de colunas, onde foram realizados testes com 25, 30, 35 e 40°C.

Da mesma forma, apds o fim da analise, com todos dados tratados e as
integracbes realizadas, foram avaliados o0s seguintes parametros: tempos de

retencao, resolucdo, assimetria e desvio padrao relativo entre as areas dos picos.
3.2.2 VALIDAQAO DA METODOLOGIA ANALITICA OTIMIZADA

3.2.2.1 Seletividade

A seletividade da metodologia analitica desenvolvida foi avaliada comparando-
se os cromatogramas do Parteck® Sl 200, da solucdo padrdo e das fases méveis —
etanol, agua ultrapura e acido fosforico. As aliquotas foram filtradas e transferidas para
vials para analises cromatograficas. A comparacao foi realizada pelo tempo de
retencdo dos cromatogramas, com sobreposicao de cromatogramas.

Além do procedimento descrito acima, a seletividade também foi avaliada
submetendo as soluc¢des padrao a condi¢cOes de estresse durante 48 horas, de modo
a verificar se produtos de degradacéao interfeririam na quantificacdo do analito. As

condigOes testadas foram:



53

e Alta temperatura (35°C): a solucdo padréo foi submetida a aquecimento em
uma estufa & 35°C durante 48 horas;

¢ Meio acido: a solucdo padréo foi preparada e adicionaram-se 5 gotas de acido

cloridrico 0,1 mol.L;

e Meio basico: a solucdo padrédo foi preparada e adicionaram-se 5 gotas de

hidroxido de s6dio 0,1 mol.L?;

e Luz ultravioleta: a solucdo padrao foi preparada e submetida a luz ultravioleta

em camara (UV, 254 nm) durante 48 horas em temperatura ambiente.

O solvente utilizado nos preparos das solu¢des foi 0 mesmo sistema de
solventes da fase movel. Os tempos de coleta das solu¢bes foram: 0, 12, 24 e 48

horas.

3.2.2.2 Linearidade

A linearidade foi determinada em triplicata em cinco pontos de concentracéo,
contemplando a faixa de 80% a 120% (400 a 600 mg/comprimido) da concentracéo
nominal do analito de interesse (acido acetilsalicilico). Para realizacdo desse ensaio,
foram preparadas, em baldes volumétricos de 10 mL, cinco solucbes padrdo nos
seguintes niveis de concentracao: 80%, 90%, 100%, 110% e 120% da concentracao
esperada do &cido acetilsalicilico (500 mg/comprimido). Além do preparo em baldes
volumétricos, para avaliacao da linearidade, também preparam-se os pontos da curva
de calibracdo em vials de 2 mL, de modo a reduzir o gasto de solvente e para
comprovar estatisticamente que essa mudanca no preparo nao prejudica a analise
cromatografica.

As éreas registradas em cada nivel de concentracdo foram submetidas a
analise de regresséao linear pelo método dos minimos quadrados para calcular a
equacdao da reta e o coeficiente de correlacao (r), utilizando-se o software de validacéo
Neolicy®. Segundo a norma RDC n° 166, o critério de aceitagdo é que o coeficiente

de correlacao esteja acima de 0,990.
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3.2.2.3 Precisao - Repetibilidade

A precisao foi avaliada por meio do ensaio de repetibilidade, executando-se a
metodologia analitica desenvolvida utilizando-se o0 mesmo equipamento, mesmo
analista e mesmo dia. Para isso, foram preparadas seis solu¢cdes padréo
independentes em 100% da concentracdo nominal (500 mg/comprimido) em baldo
volumétrico de 10 mL e analisado em unicata. O mesmo preparo foi realizado
diretamente em vials pela mesma justificativa descrita no item 3.2.2.2.

A precisao foi demonstrada pela disperséo dos resultados, calculando-se o
desvio padrdo relativo (DPR) da série de medi¢cdes conforme a férmula
"DPR=(DP/CMD)X100", em que DP € o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média

determinada.
3.2.2.4 Precisao - Reprodutibilidade

Além da repetibilidade, a precisdo também foi avaliada pelo ensaio de
reprodutibilidade. Para a realizacéo do parametro reprodutibilidade para validacéo, foi
utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Agilent Technologies,
modelo 1260 Infinity, também equipado com bomba quaternéaria e detector DAD. Os
dados foram obtidos e processados com software OpenLab e posteriormente
avaliados pelo Neolicy®. O teste de reprodutibilidade foi feito sobre a mesma amostra,
utilizando o mesmo método, mudando-se o equipamento, o dia de andlise, o analista
e o laboratorio. O preparo das amostras seguiu 0 mesmo procedimento do item
3.2.2.3. A reprodutibilidade foi avaliada da mesma forma que a repetibilidade.

3.2.2.5 Limites de Deteccao e Quantificagéo

O limite de deteccéo foi avaliado utilizando o cromatograma do primeiro ponto
da curva analitica, ou seja, em 80%, sendo determinado pela razdo sinal-ruido, que
deve ser maior ou igual a 2:1.

O limite de quantificacédo foi avaliado da mesma forma, porém deve ser maior

ou igual a 10:1.
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3.2.2.6 Exatidao

O parametro de exatidao foi avaliado fortificando-se o Parteck® Sl 200 em trés
niveis diferentes com concentracdes conhecidas do analito de interesse: 80%, 100%
e 120% (400, 500 e 600 mg/comprimido) da concentragcdo nominal do analito. Em
seguida, foram submetidas a analise nas condicdes pré-determinadas e obteve-se as
areas dos picos em cada nivel de concentracdo e fez-se o célculo do desvio padréo

relativo (DPR) para cada concentracao.

3.2.3 AVALIACAO DO CARATER VERDE

O carater verde da metodologia analitica desenvolvida foi avaliado por uma
série de métricas: estrela-verde (EV), NEMI, eco escala analitica e AGREE. Além das
avaliacbes baseadas em métricas ja definidas, também realizou-se uma andlise de
dados comparando-se a metodologia desenvolvida contra a metodologia
farmacopeica, levando-se em consideracdo a quantidade de solvente utilizada, o
preco dos solventes, economia de tempo de hora/maquina, entre outros parametros.

Para avaliacdo do carater verde pelo método da estrela-verde, trabalhou-se
com um modelo automatico disponivel em um catalogo digital de verdura de atividades
laboratoriais para o ensino da Quimica Verde do Departamento de Quimica e
Bioquimica da Universidade do Porto em unido com outros grupos de pesquisa na
area da Quimica Verde. Nesse modelo, foi realizado o preenchimento dos critérios
para classificacdo dos perigos das substancias de acordo com o GHS, onde sao
inseridos perigos fisicos, ambientes e de saude e o modelo pontua com base nas
frases de perigo e codigos GHS. Pela pontuagéo e avaliacdo de cada principio da
Quimica Verde, o proprio modelo gera a estrela-verde referente ao processo avaliado
(http://educa.fc.up.pt/catalogo/pt/construcao_ev).

Para avaliagéo utilizando a NEMI, cada metodologia foi avaliada pelos critérios
gue estdo descritos detalhadamente nos resultados e o pictograma foi desenhado
utilizando Paint.

A eco escala analitica também foi avaliada seguindo os procedimentos
descritos e calculadas as pontuacbes de penalidade que, em seguida, foram
descontadas do valor ideal de 100 pontos.
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Para avaliacdo utilizando a métrica AGREE, foi utilizado o software The
Analytical Greenness Calculator, uma ferramenta para avaliar 0os riscos ambientais e
ocupacionais associados a um procedimento analitico especifico baseado nos 12
principios da Quimica Analitica Verde. Este resultado € traduzido em um gréfico de
facil interpretacdo e contém uma pontuacdo geral, além de uma indicacao do grau de
conformidade do procedimento avaliado com cada um dos 12 principios. Ele pode ser
usado para comparar diferentes métodos para selecionar aguele com o menor impacto
ambiental ou para identificar possiveis pontos problematicos em termos de "verde"
durante a conceituacdo e desenvolvimento de novos procedimentos analiticos
(https://mostwiedzy.pl/wojciech-wojnowski,174235-1/AGREE).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ACIDO ACETILSALICILICO

4.1.1 Metodologia Original

Como ponto de partida, fez-se necessario analisar os analitos — acido
acetilsalicilico e acido salicilico — utilizando-se a metodologia analitica farmacopeica,
de modo a obter uma métrica dos parametros que deveriam ser melhorados ou
mantidos com a mesma qualidade que o método registrado. A Figura 20 representa o
cromatograma referente ao padréo de AAS e acido salicilico e a Tabela 9 mostra os
parametros de system suitability avaliados (pratos tedricos, fator de capacidade,

resolucéo e assimetria):
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Figura 20 — Cromatograma referente a metodologia original IF010-00 do AAS.
Fonte: Préprio Autor, 2022.

O cromatograma acima mostra picos bem definidos, com um tempo de corrida
suficiente de 10 minutos e tempo de retencdo do AAS e do acido salicilico de 5,8 e
8,1 minutos, respectivamente. Os valores de suitability mostram que a cromatografia
esta satisfatoria, com pratos tedricos acima de 2000, indicando boa eficiéncia da
coluna cromatografica para essa andlise, fator de capacidade satisfatorio, resolucéao

entre 0s picos maior que 6, como prevé a farmacopeia brasileira, indicando boa

mAU
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separacao entre os dois picos e assimetria entre 1 e 1,1, que indica que 0s picos se
apresentam simétricos.

Tabela 9 - Dados de system suitability referente a Figura 20.

DAD-CH1 - 237 nm

Ativo Pratos tedéricos  Fator de Capacidade  Resolucdo  Assimetria
AAS 15786 1,96 8,85 1,07
Acido Salicilico 19086 3,26 11,90 1,11

Fonte: Préprio Autor, 2022.

Vale destacar que a metodologia original € passivel de uma otimizacdo de
tempo de corrida, j& que apenas o analito AAS ira ser considerado. Aqui foi realizado
um teste inicial considerando o &cido salicilico de forma a medir a qualidade da
metodologia registrada. Além disso, como é o principal objetivo deste trabalho,

otimizar o método para utilizar solventes verdes.
4.1.2 Transferéncia para Metodologia com Etanol — Coluna Original

A segunda etapa para desenvolvimento da metodologia seguiu com a
transferéncia do método original tal qual descrito no item 4.1.1. com 0S mesmos
parametros e mesma coluna, porém trocando-se a acetonitrila pelo etanol para avaliar
0 comportamento dos analitos com a mudanga do solvente.

O desafio nessa etapa foi ajustar a composicao de etanol de forma que o tempo
de retencdo do AAS coincidisse com o tempo de reten¢cdo do mesmo composto na
metodologia original. Além disso, atingir valores satisfatérios para os parametros de
system suitability avaliados. O cromatograma da Figura 21 representa a analise do
AAS e do acido salicilico utilizando 38% de etanol em substituicdo da acetonitrila.

Name
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Figura 21 — Cromatograma referente a analise do AAS com a substituicdo de ACN por EtOH.
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Diversas composicdes foram testadas, porém a interacdo dos analitos de
interesse utilizando-se etanol é diferente da interagcdo com acetonitrila, 0 que ja era
esperado, pois o etanol e a acetonitrila possuem caracteristicas diferentes. Como a
metodologia a ser desenvolvida é relacionada ao AAS, entdo buscou-se coincidir o
tempo de retencéo deste composto, que com 38% de etanol, teve seu tempo em torno
de 5,8 minutos, como na metodologia original.

A composicdo de acetonitrila utilizada na metodologia original era de 40% e a
composicgéo relacionada de etanol foi de 38%, ou seja, uma diferenga muito pequena.
Esse comportamento ja era esperado segundo o normografo da Figura 22, que mostra
a porcentagem necessaria dos principais solventes utilizados em cromatografia liquida
para obter-se fases moveis similares aquelas empregando acetonitrila. Um ponto de
extrema importancia que vale a pena destacar estd relacionada a diferenca de
viscosidade dos solventes, (Figura 23) afetando diretamente a pressédo do sistema.
Dessa forma, o normégrafo representado na Figura 22 deve ser trabalhado como um
guia e ndo como um resultado final para a substituicdo das fases, ja que outros fatores

devem ser avaliados.

100

Componente Alternativo (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Acetonitrila (%)

% metanol etanol — DMSO
—— THF —— i-propanol

Figura 22 — Normoégrafo que relaciona % de ACN x % de solvente alternativo (MeOH, EtOH,
THF, DSMO e i-propanol).
Fonte: Lancas, 2009.
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viscosidade cP

ACN MeOH FtOH

Figura 23 - Grafico de Viscosidade da Acetonitrila, MeOH e EtOH.
Fonte: SKOOG et al., 2009.

Os parametros de system suitability também foram avaliados e mostram picos
bem definidos, com um tempo de corrida suficiente de 15 minutos e tempo de retencgéo
do AAS e do acido salicilico de 5,8 e 13,2 minutos, respectivamente. Os valores de
suitability mostram que a cromatografia esta satisfatéria, com pratos tedéricos acima
de 2000, indicando boa eficiéncia da coluna cromatogréafica para essa andlise, fator
de capacidade satisfatorio, resolucdo entre os picos maior que 6, como prevé a
farmacopeia brasileira, indicando boa separacao entre os dois picos e assimetria entre
1 e 1,1, que indica que os picos se apresentam simétricos. Os dados estéo dispostos
na Tabela 10.

Tabela 10 - Dados de system suitability referente a Figura 21.

DAD-CH1 - 237 nm

Ativo Pratos tedricos  Fator de Capacidade  Resolucdo  Assimetria
AAS 8729 1,99 12,73 1,10
Acido Salicilico 10915 5,98 20,16 1,10

Fonte: Prdprio Autor, 2022.

Comparando-se os valores obtidos entre as analises com acetonitrila e etanol,
nota-se uma diminuigdo de pratos tedricos para a cromatografia com solvente verde

(viscosidade da acetonitrila 0,34 cP) A explicacéo para isso é viscosidade elevada do
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etanol (1,11 cP) promove uma menor transferéncia de massa entre a fase mével e a

fase estacionaria, ocasionando perda de pratos teoricos.
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Figura 24 — Sobreposicdo dos Cromatogramas Metodologia Original (Verde) e com EtOH
(vermelho).
Fonte: Proprio Autor, 2022.

4.1.3 Aceleracao da Metodologia — Coluna de Nucleo Rigido

Com a composicdo de etanol ajustada na coluna original da metodologia
farmacopeica, seguiram-se os testes de forma a acelerar o método analitico utilizando
colunas com novas tecnologias. A primeira aposta foi utilizar uma coluna de nucleo
rigido com um tamanho de particula menor (2,7 pum), esperando-se ter uma melhor
resolucdo e assimetria dos picos, além da diminuicdo do tempo de analise.

A variacdo do tempo de retencdo de um analito em funcdo do tamanho das

particulas da fase estacionaria, mantendo-se os demais parametros fixos, é dada pela

Equacao 14.
_ (1+k)Nh 2
t, = o dp (14)

Onde tr é o tempo de retencéo, k € o fator de retengéo, N € o nimero de pratos, h é a
altura de um prato, Dm é a difusdo do analito na fase movel, u é a velocidade linear
da fase movel e dp € o tamanho de particula da fase estacionaria.

Observa-se que o tr e, portanto o tempo de analise, diminuird com o quadrado
do tamanho das particulas. Com isso, € fato a mudanca no tempo de retencdo em
decorréncia da diminuicdo do tamanho de particula. Entretanto, essa diminuicdo de

particula acarreta um aumento na presséao do sistema:

L
AP = 24
100dp?

(15)
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Onde AP é a variagado da pressao na coluna (entrada e saida), também conhecida
como queda da pressao na coluna. A maneira ideal encontrada para balancear todos
estes parametros foi diminuir-se o tamanho das particulas (dp) e do comprimento da
coluna (L), mantendo-se as pressdes dentro de valores razodveis e obtendo-se
analises mais rapidas e com menor consumo de solventes.

Além da diminuicdo do tamanho de particula naturalmente ocasionar um
aumento de pressao do sistema, o uso do etanol como solvente evidenciou ainda mais
esse aumento de pressao, mantendo uma pressao de trabalho entre 400 e 500 bar,

demonstrado na Figura 25.
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Figura 25 — Grafico do acompanhamento derpr.esséo durante a analise com coluna de nucleo
Fonte: Pré;?ilgz\.utor, 2022.

Devido a maior viscosidade do etanol, a pressédo de trabalho elevou-se a um
ponto que operava proximo ao limite operacional do equipamento. A formacéo de
ligacdes de hidrogénio, seja com a dgua, com o etanol ou com a prépria silica da fase
movel, faz com que ocorra um aumento muito elevado da viscosidade.

A Figura 26 mostra o cromatograma da andlise utilizando-se uma coluna de
nacleo rigido. Os picos apresentaram valores de system satisfatérios, apenas os
valores de assimetria ligeiramente fora do critério de aceitagdo, em torno de 2,1
(Tabela 11).
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Figura 26 — Cromatograma do AAS utilizando coluna de nucleo rigido.
Fonte: Préprio Autor, 2022.
Tabela 11 - Dados de system suitability referente a Figura 26.
DAD-CH1 — 237 nm
Ativo Pratos tedricos  Fator de Capacidade Resolucdo Assimetria
AAS 7392 0,60 4,93 2,04
Acido Salicilico 10231 1,55 11,01 2,00

Fonte: Prdoprio Autor, 2022.

Na tentativa de manter a qualidade da cromatografia, mas diminuir a pressao
do sistema, utilizou-se a abordagem de aumento de temperatura do forno para

diminuicdo da viscosidade da fase movel e, consequentemente, diminuicdo da

presséo de trabalho.
Com isso, para o teste seguinte, a temperatura do forno foi elevada até 45°C e

avaliados os resultados, como mostra a Figura 27.
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Figura 27 — Cromatograma do AAS utilizando coluna de nucleo rigido a 45°C.
Fonte: Préprio Autor, 2022,
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O resultado foi uma cromatografia com tempo de corrida mais curto, picos mais
finos e pressdo mais baixa, em torno de 280 bar. Com relacdo aos parametros de
system suitability, todos os parametros se apresentaram dentro do esperado (Tabela
12). Os valores de assimetria ficaram em torno de 1,2, porém ainda dentro dos critérios
especificados pela farmacopeia brasileira.

Tabela 12 - Dados de system suitability referente a Figura 27.

DAD-CH1 - 237 nm

Ativo Pratos tedéricos  Fator de Capacidade  Resolucdo  Assimetria
AAS 5160 0,62 4,66 1,26
Acido Salicilico 9339 1,69 10,62 1,29

Fonte: Préprio Autor, 2022.

Como o intuito desse trabalho é o desenvolvimento de uma metodologia 0 mais
sustentavel possivel e, apesar dos resultados com a coluna de nucleo rigido utilizando
temperatura terem sido satisfatérios, seguiu-se com um teste subsequente

trabalhando-se com colunas cromatograficas de bloco monalitico.
4.1.4 Aceleracado da Metodologia — Coluna de Bloco Monolitico

Devido a estrutura e o processo inovador de fabricacdo das colunas de bloco
monolitico, era esperada uma alta eficiéncia das analises, podendo-se trabalhar com
fluxos maiores em baixa pressdo, acelerando o tempo de corrida.

Dessa forma, realizou-se a analise utilizando 38% de etanol como ja definido

anteriormente e avaliou-se o0 cromatograma e seus parametros de system suitability

(Figura 28).
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Figura 28 — Cromatograma do AAS utilizando colunas de bloco monolitico.
Fonte: Prdprio Autor, 2022.
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O resultado foi uma cromatografia com tempo de corrida mais curto, picos mais
finos e pressdo mais baixa, em torno de 90 bar. Com relacdo aos parametros de
system suitability, também se apresentaram satisfatérios (Tabela 13). A assimetria
variou entre 1,2 e cerca de 1,4, porém ainda dentro dos critérios especificados pela

farmacopeia brasileira de 2,0 de assimetria.

Tabela 13 - Dados de system suitability referente a Figura 28.

DAD-CH1 - 237 nm

Ativo Pratos tedéricos  Fator de Capacidade  Resolucdo  Assimetria
AAS 4544 0,42 0,00 1,27
Acido Salicilico 7290 1,37 9,76 1,37

Fonte: Préprio Autor, 2022.

Na tentativa de acelerar ainda mais a metodologia desenvolvida, realizou-se
um ensaio com variagdo de fluxos: 1 mL.min’, 1, 5 mL.mint, 2 mL.mint e 2,5 mL.min"-
1. Os cromatogramas desses testes estédo dispostos nas Figuras 29 a 32 com os fluxos
citados, respectivamente:
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Figura 29 — Ensaio de Fluxo 1 mL.min!
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 30 - Ensaio de Fluxo 1,5 mL.min
Fonte: Préprio Autor, 2022.
1000  Name I
| g |
I
2 1 [ Q
< |
£ 500 2
- I 5
I %
, i)
0 ‘ | 12\ ‘ 0
[ =
0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10
Minutes
Figura 31 - Ensaio de Fluxo 2 mL.min™
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 32 - Ensaio de Fluxo 2,5 mL.min!
Fonte: Prdprio Autor, 2022,

Avaliando-se os parametros de system para o ensaio realizado com fluxos,
todos os valores se apresentaram satisfatérios, porém ao avaliar o tempo de analise,
os fluxos de 2 e 2,5 mL.min"! obviamente apresentaram corridas mais curtas (Tabela
14).

- 500
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- 500
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Tabela 14 - Dados de system suitability referente a Figura 31.

DAD-CH1 - 237 nm

Ativo Pratos tedricos  Fator de Capacidade Resolucdo  Assimetria
AAS 2285 0,80 3,66 1,19
Acido Salicilico 4494 2,26 8,44 1,24

Fonte: Préprio Autor, 2022.

A faixa de fluxo 6timo para as colunas de bloco monolitico € bem extensa, como
mostra a curva de Van Deemter na Figura 33. Mesmo com o aumento de fluxo, o fator

de capacidade se mantém devido a ampla faixa de equilibrio, comparado as colunas
particuladas comuns.

HETE [pm] Particulate column, 5 pm
‘ .
3000 4 5
.
L
Ll
2000 - i :
‘ ) Chromolith Performance’
° Particulate column, 3 um i
L ™ L] ‘4" & A &
A = *
3 a st
A ",
1000 = . : : A
0 T T T T
0 2 4 6 8 Flow rate [mL/min]

Figura 33 — Curva de Van Deemter bloco monolitico versus colunas particuladas
Fonte: Merck, 2022.

Apos o ensaio de fluxo, de forma complementar, realizou-se um ensaio de
temperatura, testando-se 25°C, 30°C, 35°C e 40°C, mantendo o fluxo 6timo de 2
mL.mint. Os resultados dos testes desse ensaio estdo demonstrados nos

cromatogramas apresentados nas Figuras 34 a 37 e os dados de system suitability
estao dispostos na Tabela 15.
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Figura 34 — Ensaio de Temperatura 25°C
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 35 - Ensaio de Temperatura 30°C
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 36 - Ensaio de Temperatura 35°C
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 37 - Ensaio de Temperatura 40°C
Fonte: Préprio Autor, 2022.

Tabela 15 - Dados de system suitability referente a Figura 35.

DAD-CH1 - 237 nm

Ativo Pratos tedéricos  Fator de Capacidade  Resolucdo  Assimetria
AAS 2237 0,50 3,35 1,10
Acido Salicilico 4367 1,58 7,68 1,17

Fonte: Préprio Autor, 2022
Mantendo a abordagem de desenvolvimento de uma metodologia mais
sustentavel possivel, seguiu-se com a temperatura de 30°C, ja que o ganho com
aumento de temperatura néo foi tdo evidente ao ponto de optar por trabalhar com
temperatura. Além disso, houve uma melhora nos dados de assimetria.
Com isso, a metodologia final otimizada para a quantificacdo de teor de acido
acetilsalicilico em Aspirina® esta descrita na Tabela 16.

Tabela 16 — ParAmetros Metodologia Desenvolvida.
Configuracéo

Parametro
Comprimento de Onda 237 nm
Temperatura do Forno 30°C

2 mL.mint

Fluxo de Fase Mé6vel

Composicao da Fase Movel EtOH:H20/H3PO4 380:620:2

Volume de Injecéo 10 pL

Tempo de Corrida 3,5 min

Coluna Chromolith High Resolution RP-18 100x4,6mm

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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4.2 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA OTIMIZADA

421 Seletividade

O primeiro critério avaliado na validagdo foi a seletividade do método. Este
parametro foi provado através da comparacdo dos cromatogramas do AAS e &cido
salicilico, da mistura de solventes utilizados na analise e do Parteck® Sl 200 como
placebo, na qual nenhuma interferéncia foi observada conforme as Figuras 38 a 41.
Apés avaliacdo dos cromatogramas, pode-se inferir que a metodologia analitica
desenvolvida é seletiva, j& que ndo houve nenhuma interferéncia das fases méveis e
do placebo nos mesmos tempos de retencéo dos analitos.

O Parteck® Sl 200 € um produto que age como um excipiente para combinar
muitos ingredientes em uma formulacdo de comprimido. Possui propriedades muito
semelhantes ao placebo de farmacos, com alta capacidade para compressao direta,
alta capacidade de diluicdo e adsorcdo e baixa higroscopicidade. Com superficie
porosa, permite misturas de pés mais homogéneas e uniformes. Muitos comprimidos
sao feitos com Parteck® Sl 200, onde apresentam uma absorcdo de 4gua muito mais
lenta do que os comprimidos feitos com outros tipos de excipientes. Dessa forma, o
Parteck® SI 200 se apresenta muito bem como um similar do placebo da Aspirina®
(Tabela 17).

Tabela 17 - Propriedades Parteck® Sl 200

Formula Molecular CeH1406
Estado Fisico Solido
Cor Incolor
Solubilidade em agua 182 g.L?
Densidade 1,49 g.cm
pH 5-7em 182 g.L?

Fonte: Ficha de Seguranca do Parteck® Sl 200, Merck — 2022.
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Figura 40 — Cromatograma Parteck® Sl 200
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 38 — Cromatograma da Fase Moével EtOH:H,O/H3PO,4 38:62:2
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 39 — Cromatograma Branco Etanol
Fonte: Prdoprio Autor, 2022.
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Figura 41 — Sobreposi¢cdo dos Cromatogramas do Parteck® S| 200 e Padréo
Fonte: Préprio Autor, 2022.

Com relacéo aos testes de estresse, 0s resultados obtidos estdo descritos:

e Alta temperatura (35°C): ndo houveram mudancas no cromatograma da

solucéo padréao apos 48 horas em estufa (Figura 42).
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Figura 42 — Cromatograma Teste de Estresse — Alta Temperatura
Fonte: Prdoprio Autor, 2022.

e Meio acido: ndo houveram mudancas no cromatograma da solucdo padrao

apos ser contaminada com acido (Figura 43).
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Figura 43 - Cromatograma Teste de Estresse — Meio Acido
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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e Meio bésico: a cromatografia da solugdo padrdo apds contaminagdo com base

apresentou uma perda de intensidade e perda de assimetria (Figura 44).
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Figura 44 - Cromatograma Teste de Estresse — Meio Basico
Fonte: Préprio Autor, 2022.

e Luz ultravioleta: ndo houveram mudancas no cromatograma da solugéo padrao

apos ter sido submetida a luz ultravioleta (Figura 45).
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Figura 45 - Cromatograma Teste de Estresse — Luz UV
Fonte: Prdoprio Autor, 2022.

Com relacéo a escolha do comprimento de onda trabalhado (237 nm), fez-se
uma analise espectral de forma a confirmar a adequabilidade deste comprimento de
onda Inicialmente, ajustou-se o cursor do eixo X no tempo de retencdo do pico do

acido acetilsalicilico, como mostra a Figura 46.
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Figura 46 - Ajuste do cursor sobre o pico do AAS.
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Com o cursor ajustado no eixo X, seguiu-se com o ajuste do cursor do eixo y

em 237 nm para avaliacdo do espectro, como mostra a Figura 47.

. Time: 2.01549 Minutes, Wavelength: 237 nm

Figura 47 - Ajuste do cursor no eixo y - 237 nm

A Figura 48 mostra o espectro de absor¢ao do acido acetilsalicilico. Em 227 nm

€ 0 apice da absor¢do, porém o comprimento de onda em 237 nm ainda apresenta

uma absor¢do adequada para a analise.
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Figura 48 - Andlise Espectral AAS

4.2.2 Linearidade

maALl
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A linearidade foi determinada em triplicata em cinco pontos de concentracao,

contemplando a faixa de 80% a 120% da concentra¢cdo nominal do analito de interesse

(acido acetilsalicilico). Na Tabela 18 estdo especificadas as pesagens e areas

referentes a cada nivel de concentracéo do acido acetilsalicilico. Os dados de massa

corrigida correspondem a massa pesada de cada analito corrigida com a pureza. A

Figura 49 mostra a curva de calibragéo para o ingrediente ativo estudado. J& a Figura

50 mostra o grafico de residuos da linearidade do AAS.

Tabela 18 — Dados da Curva de Linearidade AAS.

Nivel de ) Massa Massa Area [mAU*s] CV  Area Média
Concentragao (mg) corrigida (mg) (%) [MmAuU*s]
80% 8,21 8,20 55,918 0,8 55,20
400 mg/comp 55,110
55,207
90% 9,33 9,32 61,914 0,3 62,18
450 mg/comp 62,176
62,345
100% 10,38 10,37 69,564 0,6 69,60
500 mg/comp 69,012
69,767

74,005
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110% 11,02 11,01 74,099 0,1 74,10
550 mg/comp 74,198
120% 12,57 12,56 82,934 0,6 82,91
600 mg/comp 82,866
82,031
Fonte: Prdprio Autor, 2022.
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Figura 49 — Curva de Calibracdo AAS.
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Figura 50 — Gréfico de Residuos da Linearidade AAS/
Fonte: Proprio Autor, 2022.

Apbés avaliacdo estatistica, a curva de calibracdo para o AAS se apresentou
linear, analisando-se as solu¢des padrdo em cinco niveis de concentracdo. A Figura
49 mostra o comportamento linear da curva, indicada pelo coeficiente de correlacao
calculado de 0,998. Como o coeficiente de correlagdo € maior que 0,99, que é o
exigido pela RDC n°166, pode-se inferir que o método € linear, ou seja, a area
encontrada do AAS é diretamente proporcional a massa pesada. Dessa forma, o
parametro linearidade esta dentro dos critérios de aceitacdo determinados pela norma
utilizada.

Ademais, plotou-se os graficos de residuos da linearidade, que permite avaliar
a variancia da metodologia desenvolvida, ou seja, avalia se uma determinada reta de
regressao estimada explica satisfatoriamente a relagéo existente entre a concentragao
e o sinal. Essa avaliacao foi realizada de forma mais qualitativa e visual, observando-
se se, no grafico plotado (Figura 50) era possivel notar um comportamento
tendencioso dos pontos. Os gréficos de residuos apresentaram uma distribuicdo
aleatéria dos pontos, ndo apresentando um padrdo, que significa que o modelo é

representativo dos dados avaliados, ou seja, a calibracdo se mostra homocedastica.
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Figura 51 — Teste de Fisher e de intercepto
Fonte: Préprio Autor, 2022.

Os testes F e do intercepto foram satisfatorios, como mostra a Figura 51,

indicando que os valores sao significativos e que a linha ajustada cruza o eixo y.
4.2.3 Precisao Repetibilidade

Os ensaios de repetitividade foram realizados como descrito: 6 pesagens da
amostra seguindo o mesmo preparo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
equipamento e no mesmo dia. A Tabela 19 mostra as massas pesadas e as
respectivas areas encontradas. A avaliagcdo dos resultados foi demonstrada pela

dispersao dos dados, calculando-se o desvio padréo relativo.

Tabela 19 — Dados Repetibilidade.

Repetibilidade Massa (mg) Area [mAu*s] I%!Z I)Q
REP 1 10,15 69,887
69,987 0,08
69,990
REP 2 10,01 69,732 0,17

69,675



REP 3

REP 4

REP 5

REP 6

69,908
10,65 70,098
70,022
70,135
9,99 69,543
69,698
69,431
10,21 69,952
70,001
70,982
10,09 69,854
69,770
69,871

0,08

0,19

0,83

0,08

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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A Figura 52 mostra o coeficiente de variacdo de 0,36 entre as seis repeticoes e

se demonstrou satisfatoria, sendo aprovada para validagéo.

'S N ~
Mean Precision
No. values 18 number of series 6
Confidence level 95,00 Inter-series variance 4,75182e-02
degrees of freedom 17 Variance of
t table 1,740 repeatability 6,33364e-02
Mean 69,919 intermediate precision 1,10855e-01
Interval 0,137 Coefficient of Variation of
Interval(%) 0,20 repeatability (spec.) 1,00
intermediate precision (spec.) 2,00
repeatability 0,36
intermediate precision 0,48

Figura 52 — Avaliagdo da Repetibilidade Neolicy®

Fonte: Prdprio Autor, 2022.

4.2.4 Precisao Reprodutibilidade

Os ensaios de reprodutibilidade foram realizados como descrito: 6 pesagens

da amostra seguindo o0 mesmo preparo, mesmo procedimento, mudando-se o



80

analista, o equipamento e o dia de analise. A Tabela 20 mostra as massas pesadas e
as respectivas areas encontradas. A avaliacdo dos resultados foi demonstrada pela

dispersédo dos dados, calculando-se o desvio padréo relativo.

Tabela 20 — Dados Reprodutibilidade.

DPR

Repetibilidade Massa (mg) Area [mAu*s] (%)

69,887

REP 1 10,71 69,987 0,08
69,990
69,732

REP 2 10,26 69,675 0,17
69,908
70,098

REP 3 10,09 70,022 0,08
70,135
69,543

REP 4 10,13 69,698 0,19
69,431
69,952

REP 5 10,18 70,001 0,83
70,982

69,854

REP 6 10,22
69,770 0.08
69,871

Fonte: Préprio Autor, 2022.

A Figura 53 mostra o coeficiente de variacdo de 0,55 entre as seis repeticoes e

se demonstrou satisfatoria, sendo aprovada para validacao.
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i~ ~N n
Mean Precision
No. values 18 number of series 6
Confidence level 95,00 Inter-series variance 7,51828e-02
degrees of freedom 17 Variance of
t table 1,740 repeatability 7,10183e-02
Mean 69,945 intermediate precision 1,46201e-01
Interval 0,157 Coefficient of Variation of
Interval(%) 0,22 repeatability (spec.) 1,00
intermediate precision (spec.) 2,00
repeatability 0,38
intermediate precision 0,55

Figura 53 — Avaliacdo da Reprodutibilidade Neolicy®

Fonte: Préprio Autor, 2022.

4.2.5 Limites de Deteccao e Quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados diretamente via

software OpenLab® e os valores encontrados estao descritos na Tabela 21:

Tabela 21 - Valores de LOD e LOQ.

DAD-CH1 — 237 nm

Ativo

LOD (mg.mL™1)

LOQ LOD (mg.mL™?)

AAS

0,04

0,52

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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426 Exatidao

Tabela 22 — Dados de Exatidao.

Areas Massa
Médias encontrada
[mAu*s] (mg)

Massa
Recuperacao Fortificacao corrigida
(mg)

Areas
[mAu*s]

Recuperacédo DPR
(%) %

55,143

REC 1 8,13 54,997 55,0 8,16 100,31%
55,032
55,468

80% (400 8,22 100,28%
mg/comprimido) 820 55,789 555 0,50

REC 2
55,121
54,897
8,13 101,17%
REC 3 8,04 54,821 54,9

54,902

69,345
10,38 102,29%
REC 4 10,15 69,876 69,4
69,363

69,879

X 10,42 100,91%
100% (500 10,33 69,056 69,6 0,68
mg/comprimido)

REC 5
69,631
69,999
10,43 101,56%
REC 6 10,27 69,346 69,7

69,671

82,345
82,2 12,38 98,19%
REC 7 12,61 82,201
82,236
83,001

0 12,50 98,82%
120% (600 12,65 83,111 83,0 1,04
mg/comprimido)

REC 8
82,999
82,001

REC 9 12,32 82,111 82,0 12,35 100,21%

81,999

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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O ensaio de recuperacdo esta relacionado com a exatiddo da metodologia
analitica desenvolvida. Esse parametro reflete a quantidade do analito, recuperado no
processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra.

Como descrito no item 3.2.2.6, nesse caso, utilizou-se como placebo o
Parteck® Sl 200 e realizaram-se 9 pesagens fortificando-se em trés niveis diferentes
de concentracéo: 80%,100% e 120%, 3 pesagens em cada nivel de concentracao.

A Tabela 22 mostra os dados obtidos no ensaio de recuperagdo. Como as
amostras foram fortificadas com padrdao de pureza diferente de 100%, as massas
adicionadas do padrdo estao corrigidas com a pureza do ativo.

O critério de aceitacdo da exatiddo, sendo a RDC n°166 depende do objetivo
do método, da variabilidade intrinseca do método, da concentracdo de trabalho e da
concentracdo do analito na amostra. Como o DPR calculado em cada nivel se mostrou
abaixo de 2,0%, pode-se inferir que o parametro de exatidao esta aprovado, ja que se
verificou a capacidade do método de recuperar a massa adicionada de padrédo e

comprovou-se a exatiddo da metodologia, conforme Figura 54.

!

Levels Level

Level 1 ) Accepted () Rejected

Level 2

F1 Fisher test

Confidence level 95,00 .
The parameter is
degrees of freedom 1

degrees of freedom 2 5 o Validated D Not validated
F table 4,240

F1 calculated 1,2050 1404

Figura 54 — Avaliacdo da Exatiddo Neolicy®
Fonte: Proprio Autor, 2022,
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4.3AVALIACAO DO CARATER VERDE

4.3.1 Avaliacdo Métrica Estrela-Verde

A Estrela-Verde € uma andlise qualitativa visual do grau verde de um
determinado processo. E uma metodologia geralmente utilizada para sinteses
organicas, porém realizou-se uma adaptacdo dos critérios, para que pudesse ser
aplicada para avaliacdo das metodologias cromatograficas deste trabalho, tanto a
metodologia original quanto a desenvolvida com etanol. Seguem os 12 principios da
Quimica Analitica Verde e como cada um deles foi avaliado adaptando-se para
analises cromatograficas (GALUSZKA et al., 2013)

1) Prevencao: foi avaliada a toxicidade e a quantidade de residuos gerados;

2) Eficiéncia Atdmica: foi avaliado o volume de injecdo de amostras utilizado, bem
como a forma de preparo de amostras, de forma a minimizar a quantidade de

amostras;

3) Andlise Segura: foi avaliada a utilizacdo e geracao de substancias que possuam

pouca ou nenhuma toxicidade a satde humana e ao ambiente;

4) Desenvolvimento de Metodologias Robustas: foi avaliada a aplicagcdo da

metodologia em outros laboratorios e outros equipamentos;

5) Solventes e Auxiliares Seguros: foi avaliado o uso dos produtos quimicos
utilizados durante a analise cromatografica, ja que segundo esse critério, devem ser

indcuas ou facilmente reutilizaveis;

6) Eficiéncia Energética: foi avaliada a presséo e temperatura utilizada durante todo

processo cromatografico, além do tempo de analise;

7) Uso de Fontes Renovaveis de Solventes e Produtos Biodegradaveis: foi
avaliado o uso de produtos quimicos mais sustentaveis e biodegradaveis além da

reutilizacdo de colunas cromatograficas;

8) Evitar Tratamento Desnecessario de Amostras: avaliar como foi conduzido o

preparo de amostras e as etapas envolvidas;
9) Catalise: néo se aplica ao processo avaliado;

10) Derivatizacdo da amostra: nao se aplica ao processo avaliado;
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11) Anélise em Tempo Real: O monitoramento e o controle de processos quimicos
em tempo real, que utilizem técnicas analiticas e algoritmos computacionais

adequados, é essencial para a otimizacao desses processos.

12) Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencao de Acidentes: avaliou-se
a periculosidade dos produtos quimicos utilizados a fim de minimizar risco de

acidentes, vazamentos, incéndios e explosodes.

Dois dos doze principios da Quimica Verde ndo sdo aplicaveis para o caso em
questao: os itens 9 e 10, utilizacdo de catalisadores e utilizacdo de produtos
biodegradaveis, respectivamente. Por isso, a estrela-verde que se utilizou € a de 10
pontas ao invés de 12. As metodologias foram avaliadas tomando-se como base uma
corrida com trés pontos de curva de calibracdo em triplicata e duas amostras, também
em triplicata, totalizando 15 corridas. Para auxiliar nessa avaliagéo, utilizou-se um
modelo automatico para atribuicdo dos pontos e construcdo das estrelas-verdes
(RIBEIRO, 2022).

Metodologia Farmacopeica (Figura 55)

1) Prevencdo: Foram utilizados 150 mL de uma mistura de acetonitrila, &gua e acido
fosforico durante a analise cromatografica com residuo (acetonitrila) que envolve
perigo moderado para a saude e meio ambiente, segundo GHS, por isso, foi

considerado como parcialmente verde;

2) Eficiéncia Atémica: injecdo de 5 pL, ou seja, volumes baixos e preparo de
amostras em balBes volumétricos, com gasto de cerca de 250 mL para o preparo,
considerando 3 padrdes e 2 amostras. O preparo de amostras € uma etapa passivel

de otimizacéo, entéo foi considerado como parcialmente atendido;

3) Anadlise Segura: foi avaliada a utilizacdo e geracdo de substancias e suas
toxicidades, sendo considerado parcialmente verde, pois a acetonitrila apresenta risco

moderado para a saude;

4) Desenvolvimento de Metodologias Robustas: metodologia se apresenta robusta

em diferentes equipamentos, por isso, critério completamente atendido;

5) Solventes e Auxiliares Seguros: foi avaliada a utilizacdo de substancias seguras,
sendo considerado parcialmente verde, pois a acetonitrila apresenta risco moderado
para a saude e ambiente;
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6) Eficiéncia Energética: foi avaliada a presséo e temperatura utilizada durante todo
processo cromatografico, considerado como ndo cumprido esse critério, pois em

CLAE, utilizamos altas pressoes, nesse caso, cerca de 200 bar;

7) Uso de Fontes Renovaveis de Solventes e Produtos Biodegradaveis:
considerado como parcialmente atendido pois, apesar de reutilizacdo de colunas

cromatograficas, nao trabalhou-se com nenhuma fonte renovavel de solventes;

8) Evitar Tratamento Desnecessario de Amostras: o preparo de amostras pode ser
otimizado com utilizacdo de repipetadores eletronicos e preparo direto em vials,
reduzindo o consumo de solvente e minimizando erros dos analistas. Por isso, foi

considerado como parcialmente atendido;
9) Catédlise: ndo se aplica ao processo avaliado;
10) Derivatizacao da amostra: ndo se aplica ao processo avaliado;

11) Analise em Tempo Real: completamente atendido, pois em CLAE, ja € comum o

uso de softwares de controle;

12) Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencdo de Acidentes: foi
considerado ndo atendido pois a acetonitrila apresenta perigo elevado quanto a

perigos fisicos;

Figura 55 - Estrela-Verde para a Metodologia Farmacopeica do AAS.
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Metodologia Desenvolvida (Figura 56)

1) Prevencdo: Foram utilizados 105 mL de uma mistura de etanol, agua e acido
fosférico durante a analise cromatografica com residuo (etanol) que envolve perigo
moderado para a saude e meio ambiente, segundo GHS, por isso, foi considerado

como parcialmente verde;

2) Eficiéncia Atémica: injecdo de 10 uL, ou seja, volumes baixos e preparo de
amostras diretamente em vials, com gasto de cerca de 10 mL para o preparo,
considerando 3 padrdes e 2 amostras. Com essa otimizagdo de preparo, esse criterio

foi considerado completamente atendido;

3) Andlise Segura: foi avaliada a utilizacdo e geracdo de substancias e suas
toxicidades, sendo considerado parcialmente verde, pois o etanol apresenta risco
moderado para a saude;

4) Desenvolvimento de Metodologias Robustas: metodologia se apresenta robusta

em diferentes equipamentos, por isso, critério completamente atendido;

5) Solventes e Auxiliares Seguros: foi avaliada a utilizacao de substancias seguras,
sendo considerado parcialmente verde, pois o0 etanol apresenta risco moderado para

a saude e ambiente;

6) Eficiéncia Energética: foi avaliada a presséo e temperatura utilizada durante todo
processo cromatografico, considerado como ndo cumprido esse critério, pois em

CLAE, utilizamos altas pressoes, nesse caso, cerca de 200 bar;

7) Uso de Fontes Renovaveis de Solventes: considerado como completamente
atendido pois, além da reutilizacdo de colunas cromatograficas, trabalhou-se com

etanol, que € um solvente sustentavel e biodegradavel,

8) Evitar Tratamento Desnecessario de Amostras: o preparo de amostras foi
otimizado com utilizac&o de repipetadores eletrénicos, por isso, foi considerado como

completamente atendido;
9) Catalise: néo se aplica ao processo avaliado;
10) Derivatizagdo da Amostra: ndo se aplica ao processo avaliado;

11) Analise em Tempo Real: completamente atendido, pois em CLAE, ja é comum o

uso de softwares de controle;
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12) Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencdo de Acidentes: foi
considerado ndo atendido pois o etanol apresenta perigo elevado quanto a perigos

fisicos.

Figura 56 - Estrela-Verde para a Metodologia Desenvolvida neste trabalho.
Fonte: Prdoprio Autor, 2022.

Comparando-se as estrelas-verdes, nota-se que a EV para a metodologia
farmacopeica (Figura 55) apresenta dois critérios completamente atendidos, seis
parcialmente atendidos e dois ndo atendidos. J4 a EV da metodologia desenvolvida
(Figura 56) apresenta cinco critérios completamente atendidos, trés parcialmente
preenchidos e dois ndo atendidos. Com essa simples analise, pode-se inferir que a
metodologia desenvolvida apresenta maior carater verde quando comparado com a
metodologia farmacopeica.

A dificuldade da avaliacdo do grau verde e construgdo da estrela-verde
utilizando essa métrica € um ponto que vale a pena citar. Apesar de ser baseado por
pontuacdes atreladas ao Sistema Mundial Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem
de Produtos Quimicos (GHS), ainda assim € um avaliagdo muito qualitativa, sem um
direcionamento claro, o que nao torna totalmente confiavel a conclusdo dessa

avaliacao, requerendo o uso de outras métricas que ratifiquem esse resultado.
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4.3.2 Avaliacdo Métrica NEMI

Os critérios de classificacdo da avaliacdo NEMI traduzem as informacdes e
caracteristicas de um determinado método analitico em um carater verde. Os critérios
que avaliam o carater verde sdo expressos por quatro termos: (I) PBT (persistentes,
bioacumulativos e téxicos); (Il) corrosivo; (Ill) perigoso; e (IV) residuos. Os produtos
quimicos PBT integram a lista Toxic Release Inventory (TRI), estabelecida pela
Environmental Protection Agency (EPA), dos EUA. O Resource Conservation and
Recovery Act (RCRA) organizou as categorias (D, F, O ou U) de produtos e residuos
quimicos perigosos, corrosivos e definiu suas caracteristicas (KEITH et al., 2007).

Conforme informacfes na pagina da base de dados NEMI, os critérios do perfil

que determinam se um método € “menos verde” sdo os seguintes:
e PBT: utiliza reagentes quimicos identificados como PBT na lista TRI da EPA;

e Perigoso: quando reagentes quimicos utilizados no método estéo na lista TRI

ou pertencem a uma das categorias (D, F, O ou U) da lista RCRA,;
e Corrosivo: se o pH durante a analise for <2 ou > 12;
¢ Residuos: se a quantidade de residuos gerados for > 50 g.

Com base nos critérios dispostos acima, realizou-se a avaliagdo NEMI da
metodologia farmacopeica e da metodologia desenvolvida neste trabalho, de forma a
comparar o carater verde entre as duas. Tomando como exemplo o primeiro critério
(PBT), se a metodologia utiliza algum reagente quimico que consta na lista TRI da
EPA, entdo o seu quadrante se apresentara na cor branca. Se nao utilizar nenhum
reagente da lista TRI, o quadrante apresentara cor verde, indicando carater verde para
aguele critério. E assim segue-se para 0s outros trés critérios, ou seja, quanto mais
guadrantes verdes, maior é o carater verde da metodologia avaliada, segundo a
métrica NEMI. As metodologias foram avaliadas tomando-se como base uma corrida
com trés pontos de curva de calibracdo em triplicata e duas amostras, também em

triplicata, totalizando 15 corridas.

Metodologia Farmacopeica (Figura 57)

e PBT: Acetonitrila, Agua, Acido Fosférico e AAS ndo constam como PBT na lista
TRI da EPA (Quadrante Verde)
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e Perigoso: Acetonitrila consta na lista RCRA (Hazardous Waste No U003) —
(Quadrante Branco)

e Corrosivo: Fase Movel pH = 4 (Quadrante Verde).

¢ Residuos: Residuos > 50 g (Quadrante Branco).

Perigoso

Residuos

Figura 57 - NEMI para Metodologia Farmacopeica.
Fonte: Préprio Autor, 2022.

Metodologia Desenvolvida (Figura 58)

e PBT: Etanol, Agua, Acido Fosférico e AAS ndo constam como PBT na lista TRI
da EPA (Quadrante Verde).

e Perigoso: Etanol, Agua, Acido Fosforico e AAS ndo constam na lista TRI da
EPA nem na lista RCRA (Quadrante Verde).

e Corrosivo: Fase Movel pH = 4 (Quadrante Verde).

¢ Residuos: Residuos > 50 g (Quadrante Branco).

Residuos

Figura 58 - NEMI para a Metodologia Desenvolvida.
Fonte: Préprio Autor, 2022.
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De forma bem clara e visual, pode-se observar e inferir que a metodologia
desenvolvida apresenta maior carater verde com relacado a metodologia farmacopeica,
devido a troca do solvente organico acetonitrila por etanol, ja que o primeiro esta
presente na lista RCRA, considerando a metodologia como perigosa e colorindo de
verde apenas dois quadrantes. JA4 a metodologia desenvolvida, apresenta trés

guadrantes verdes, sendo considerado 75% verde, segundo a avaliagdo NEMI.
4.3.3 Avaliacdo Métrica Eco Escala Analitica

As metodologias também foram avaliadas e comparadas em funcao do célculo
da eco escala analitica, utilizando o procedimento mostrado na Figura 18. As Tabelas
23 e 24 mostram os pontos de penalidade (PP) calculados e associados aos reagentes
utilizados, consumo de energia e residuos gerados para as metodologias em questédo
(farmacopeica e desenvolvida).

A guantidade foi avaliada segundo o volume de solvente utilizado na anélise e
0 parametro perigo foi avaliado pela ficha de seguranca dos produtos. Para a energia
utilizada, calculou-se através da poténcia de cada equipamento multiplicado pelo
tempo de uso, encontrando-se o0 gasto de energia. Os riscos ocupacionais listados
para essa métrica ndo existem para as metodologias avaliadas e o residuo foi
pontuado segundo a quantidade gerada e sua respectiva caracteristica (reciclavel,

degradavel, passivo ou ndo admite tratamento).

Metodologia Farmacopeica

Tabela 23 - Avaliacéo e atribui¢cdo de pontos a metodologia farmacopeica.

Reagentes Pontuacao Sinal PP
Perigo 4,0

Perigo ACN (Risco mais grave) 2,0
Ultrassom (180 W — 5 min) <1kWh (0) - 0,0
Energia HPLC (450 W — 150 min)  <1,5kWh (1) - 1,0
. Processo analitico hermético - - 0,0

Risco

Ocupacional Emisséao de vapores e gases - - 0,0

Residuo ACN >10 mL 5,0 . 15,0
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Caracteristica N&o admite tratamento 3,0 -
Somatério PP 20,0
Eco Escala 100 - PP 80
Analitica
Fonte: Préprio Autor, 2022.
Metodologia Desenvolvida
Tabela 24 - Avaliacéo e atribuicdo de pontos a metodologia desenvolvida.
Reagentes Pontuacéao Sinal PP
Perigo 2,0
Perigo EtOH (Risco menos grave) 2,0
Ultrassom (180 W — 5 min) <1kWh (0) - 0,0
Energia HPLC (450 W —52,5min)  <1kWh (0) i 0,0
. Processo analitico hermético - - 0,0
Risco
Ocupacional Emissao de vapores e gases - - 0,0
5,0
Somatério PP 7,0
Eco Escala 100 - PP 93,0
Analitica

Fonte: Prdoprio Autor, 2022.

Resumidamente, um método verde ideal tem uma pontuacéo de 100 pontos na

escala ecologica e o valor real de eco escala para um método é calculado pela

subtracdo da soma de PP do valor ideal. De acordo com a eco escala, os valores

calculados para as metodologias farmacopeica e desenvolvida foram 80 e 93,

respectivamente, o que classifica ambos os métodos com um excelente carater verde,

caracterizado com pontuacdo acima de 75 pontos. Analisando apenas os valores

encontrados, a conclusdo é que ambos possuem carater verde excelente, tendo a

metodologia desenvolvida uma pontuagdo mais proxima da ideal, caracterizando-a

com um carater mais verde. Porém, tem-se conhecimento da toxicidade de solventes

organicos como a acetonitrila frente ao etanol. Além disso, um ponto de destaque € a
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biodegradabilidade do etanol enquanto a acetonitrila € um solvente que ndo admite
tratamento, o que torna a metodologia com etanol bem mais atraente quando se pensa
em sustentabilidade. Com isso, entende-se que, comparativamente, a metodologia

desenvolvida com etanol apresenta maior carater verde.
4.3.4 Avaliacdo Métrica GCFR — AGREE

Inicialmente, realizaram-se os célculos para avaliacdo seguindo a métrica
GCFR, porém os dados encontrados nao forneceram informacgfes importantes, ja que
essa métrica é muito utilizada e aplicada para metodologias que quantifiguem um
namero consideravel de analitos (mais de 10). Dessa forma, a avaliacdo seguiu-se
com o AGREE e os parametros de entrada no software estéo representados na Tabela
25 e os pictogramas resultantes estéo representados na Figura 59 (PENA-PEREIRA
et al., 2015, 2020).

Tabela 25 - Pardmetros de entrada no software da métrica AGREE para célculo do score
referente ao método cromatografico desenvolvido e 0 método farmacopeico.

Parametros de Entrada (AGREE)

Método Farmacopeico (ACN) Método Desenvolvido (EtOH)

Principio Parametro Principio Parametro

1 Andlise Off-line 1 Andlise Off-line

2 10 mL 2 2 mL

3 Off-line 3 Off-line

4 3 etapas ou menos 4 3 etapas ou menos

5 Analise Semi-Automatica e 5 Analise Semi-Automatica e

Preparo Nao Miniaturizado Preparo Miniaturizado

6 Sem derivatizacao 6 Sem derivatizacao

7 60 mL 7 40 mL

8 2/6 8 2/16

9 LC 9 LC

10 Nenhum dos reagentes bio- 10

based Todos reagentes bio-based

11 Sim, 60 mL 11 Sem residuos toxicos
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12 Altamente inflamavel/ tdxico Altamente inflamavel
para a vida aquatica/ 12
bioacumulavel

Fonte: Préprio Autor, 2022.

a) b)

Figura 59 - Pictogramas contendo os scores apresentados na métrica AGREE para (a) o
método farmacopeico e (b) método com etanol desenvolvido no presente trabalho.
Fonte: Proprio Autor, 2022 (AGREE).

No que tange aos parametros de entrada, considerou-se que nao foram
empregados solventes toxicos para o método de eluicdo desenvolvido com etanol
visto que, comparativamente, o etanol € muito menos toxico do que a acetonitrila,
modificador organico empregado no método de referéncia. Ambos os métodos
receberam elevada penalidade no que tange aos principios 1 (em amarelo nos
pictogramas) e 3 da Quimica Analitica Verde (em vermelho nos pictogramas)
considerando o posicionamento off-line da instrumentagéo empregada para ambos 0s
meétodos de eluicdo. O principio 5 também trouxe uma penalidade consideravel ao
meétodo farmacopeico (e esta em laranja em ambos os pictogramas) considerando que
a metodologia foi semiautomatica e o preparo de amostra nao foi miniaturizado. Ja
para a metodologia desenvolvida, o principio 5 se apresenta na cor verde, pois
trabalhou com preparo miniaturizado, com utilizacéo de repipetadores eletrénicos. No
entanto, o método de eluicdo verde desenvolvido no presente trabalho apresentou

superioridade em aspectos ambientais em comparagdo com o método de referéncia:
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Em oposicdo ao método farmacopeico, o etanol possui uma toxicidade muito reduzida
se comparada com a acetonitrila, um solvente que apresenta um risco associado
muito maior do que o anterior. Assim, o método verde esta em maior consonancia com
0s principios 10,11 e 12 da Quimica Analitica Verde.

Sob uma perspectiva global, portanto, o método desenvolvido é mais
ambientalmente amigavel, apresentando um valor geral de 0,67 frente a 0,35 da

metodologia farmacopeica.
4.3.5 Avaliagédo Geral — Custo e Tempo

De forma a avaliar custo e tempo, realizou-se uma analise comparativa entre a
metodologia farmacopeica, utilizando acetonitrila e a metodologia proposta, utilizando
etanol. Partindo-se das marcas dos solventes realmente utilizados nesse projeto, 0
valor tanto do etanol quanto da acetonitrila grau HPLC foi de R$809,00 cada frasco
de 2,5 L. Lembrando que as metodologias foram avaliadas tomando-se como base
uma corrida com trés pontos de curva de calibracdo em triplicata e duas amostras,
também em triplicata, totalizando 15 corridas. O &cido fosférico e a 4gua néo foram
considerados nos calculos, ja que sao comuns as duas metodologias.

Metodologia Farmacopeica

15 anélises
Tempo de cada analise: 10 minutos
Fluxo: 1 mL.min! - 40% ACN

O calculo foi feito utilizando a Equacdo 15, onde utilizamos o numero de
analises, o tempo de corrida de cada analise, o fluxo trabalhado e a porcentagem de

acetonitrila utilizada na composicdo da fase movel:

— 2,0
VOlACN = N~ gnalises -tcorrida -fluxo -%Solv (15)

O volume gasto de acetonitrila para 15 corridas € de 60 mL que, convertendo,
tem-se o valor de R$19,42 para cada lote de analise. Pensando em preparo de
amostras em balBes volumétricos, utiliza-se o volume de 100 mL de acetonitrila, ou
seja, R$32,36. Em todo o processo de preparo e analise, gastaram-se 160 mL de

acetonitrila, totalizando um valor de R$51,78.
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Com relacédo ao tempo, de forma bem simples, cada corrida tem um tempo de

10 minutos e a partindo-se de 15 corridas, tém-se o tempo de 150 minutos de analise.

Metodologia Desenvolvida

15 andlises
Tempo de cada analise: 3,5 minutos
Fluxo: 2 mL.min! - 38% EtOH

Utilizando-se a Equacéo 15, o volume gasto de etanol para 15 corridas é de 40
mL que, convertendo, tem-se o valor de R$12,94 para cada lote de analise. Pensando
em preparo de amostras em vials como uma sugestdo de melhoria, utiliza-se o volume
de 4 mL de etanol, ou seja, R$1,29. Em todo o processo de preparo e andlise,
gastaram-se 44 mL de etanol, totalizando um valor de R$14,24.

Com relacao ao tempo, de forma bem simples, cada corrida tem um tempo de
3,5 minutos e a partindo-se de 15 corridas, tém-se o tempo de 52,5 minutos de analise.

Comparando-se as duas metodologias em relacédo a custo e tempo, o método
desenvolvido neste trabalho traz uma reducgéo de 72,5% de custo e 65% de ganho de
tempo em relacdo a metodologia farmacopeica. Este resultado disposto na Tabela 26
traz um aumento de produtividade importante e uma reducao de custo significativa,
mostrando a relevancia em trabalhar no desenvolvimento de metodologias com novas
tecnologias de colunas, trabalhar com preparos de amostras minimizados, além do

fator de sustentabilidade, ja discutido nas avaliacdes anteriores.

Tabela 26 - Anélise de Custo e Tempo Metodologia Farmacopeica vs. Desenvolvida.

Custo Tempo

Metodologia Farmacopeica R$51,78 150 min

Metodologia Desenvolvida R$14,24 52,5 min
Reducéo 72,5% 65,0%

Fonte: Proprio Autor, 2022.

Como discorrido ao longo desse trabalho, o desenvolvimento de metodologias
analiticas com solventes verdes e novas tecnologias de colunas mostra-se muito
importante e significativo quando avaliados custo, tempo e sustentabilidade. Todo
procedimento descrito pode ser aplicado para o desenvolvimento de outras
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metodologias de analise de diversos ambitos: farmacéutico, agro, cosmeético,
alimenticio, de forma que, gradativamente, os métodos sejam cada vez mais
sustentaveis ambientalmente e economicamente.

A grande possibilidade de aplicacdo desse procedimento desenvolvido neste
trabalho mostra o qudo abrangente essa metodologia pode ser, pois pode funcionar
como um guia para otimizacdo de diversas outras metodologias, sendo um
multiplicador de carater verde, sustentabilidade e reducdo de custos para outros
processos.



98

5. CONCLUSOES

A metodologia analitica de quantificacdo do teor de acido acetilsalicilico foi
desenvolvida utilizando os conceitos da quimica verde e provou ser adequada para a
determinacdo do AAS, uma vez que demonstrou ser seletivo, linear, preciso, exato,
além de ter apresentado maior carater verde em relacdo a metodologia farmacopeica
IF010-000.

Para validagéo da metodologia desenvolvida, foram realizados os testes dos
seguintes parametros: seletividade, linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade,
exatidao, limites de deteccéo e quantificacdo. A metodologia se mostrou seletiva, ja
que nao houve nenhum interferente no mesmo tempo de retencdo do acido
acetilsalicilico, utilizando o Parteck® SI 200 como placebo. A curva de calibracdo se
apresentou linear, com coeficiente de correlacdo maior que 0,99. Ensaios de precisao
foram avaliados pela repetibilidade e reprodutibilidade, que apresentaram coeficientes
de variacdo de 0,36 e 0,55, respectivamente. A exatiddo também apresentou
resultados dentro dos critérios de aceitacdo estipulados pela RDC n°166/2017, onde
foram avaliadas a recuperacdo em 80, 100 e 120% (400, 500 e 600 mg/comprimido).
Limites de deteccéo e quantificacdo também foram avaliados, apresentando valores
de 0,04 mg.mL* e 0,52 mg.mL*. Portanto, o método desenvolvido pode ser aplicado
com sucesso para andlises de teor em comprimidos de Aspirina®.

Além disso, a metodologia desenvolvida foi medida quanto ao carater verde,
sendo avaliada por cinco métricas: estrela-verde, NEMI, AGREE, eco escala analitica
e analise de custo e tempo. Em todas as métricas, a metodologia foi avaliada com um
grau verde maior em relacdo a metodologia farmacopeica. Pela estrela-verde, o
método desenvolvido apresentou cinco principios completamente atendidos frente a
dois da metodologia farmacopeica. Quanto a métrica NEMI, a metodologia proposta
apresentou trés quadrantes verdes frente a dois da metodologia farmacopeica. Para
a eco escala analitica, ambos apresentaram pontuagcdo para excelente grau verde,
porém é a metodologia com etanol apresentou maior pontuagdo, mais préxima do
ideal. Para a métrica AGREE, seguiu-se o0 mesmo racional, com uma pontuacao de
0,67 para a metodologia proposta e 0,35 para a farmacopeica. A analise de custo e
tempo mostrou 72,5% de ganho em custo e 65% de ganho em tempo, ja que as
corridas passaram de 10 para 3,5 minutos, além da reduc¢&o do gasto de solvente. Por

fim, vale destacar a importancia da eliminacao do uso da acetonitrila como solvente e
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substituicao total por etanol, visto a sustentabilidade deste e as crises de acetonitrila
gue tém sido enfrentadas nos ultimos anos. Outro ponto de bastante relevancia € a
extensdo dessa forma de trabalho para outras metodologias analiticas, podendo ser
desenvolvidas com utilizagéo de solventes verdes e novas tecnologias de colunas, de
forma que, progressivamente, os métodos de analise migrem para métodos mais

viaveis economicamente e mais sustentaveis.
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