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VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA ANALISE DE SOLVENTES
RESIDUAIS NA MATERIA PRIMA INDAPAMIDA POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Anderson Luiz Fiorentin

Resumo

Solventes sdo reagentes quimicos utilizados dentro do processo de sintese do IFA (Insumo
Farmacéutico Ativo), entretanto, apds 0s processos para retirada dos mesmos, parte destes
reagentes podem permanecer no IFA formado. Devido a toxicidade destes, torna-se
necessario avaliar se a quantidade residual segue as especificacbes de concentragcdo
impostas pelo ICH (do inglés “International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use”). Estas especificagdes foram obtidas por
estudos e testes os quais estabelecem a concentragdo limite para 0 consumo humano sem
causar danos a saude. Desta forma, este trabalho visa validar uma metodologia analitica para
o controle dos solventes residuais etanol, 2-propanol, cloroférmio e tetrahidrofurano (THF)
utilizando a técnica cromatografia gasosa com injecdo headspace e detector FID (“Flame
lonization Detector”) na matéria prima Indapamida. Para realizar o controle destas substancias
foi necessario validar a metodologia analitica utilizando os experimentos recomendados pelo
orgao regulador a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria), os testes avaliados
estéo descritos na resolugdo RDC 166 de 24 de julho de 2017. O teste da seletividade mostrou
gque a presenca dos solventes juntos néo interfere na quantificacdo dos mesmos
individualmente, obtendo um cromatograma com picos bem resolvidos. Todos os solventes
analisados apresentaram dados lineares do coeficiente de correlacdo de Pearson (r)
superiores a 0,99, estes valores foram calculados para a faixa linear de concentracéo
estudada, com valores partindo de 40% até 240%, dentro desta faixa foram avaliados 7 niveis
e 3 curvas para os 4 solventes. Os resultados de exatiddo foram avaliados em 3 faixas: 40%
(ponto baixo), 120% (ponto médio) e 240% (ponto alto), apresentando uma variacdo de 97 a
105% nos valores de recuperagéo para os 4 solventes. Todos solventes apresentaram uma
boa repetibilidade e reprodutibilidade, com valores de DPR (Desvio Padrdo Relativo)
inferiores a 5,3%. Os maiores valores de DPR pertencem ao cloroférmio, devido sua
concentracao de trabalho ser menor (60 ppm) em reflexo da sua especificacdo de acordo com
o ICH. Para o teste de robustez, a metodologia apresentou-se robusta para alteracGes de
rampa inicial do forno, marca de coluna e faixa do fluxo do gas de araste. A partir dos dados

obtidos, a metodologia validada se mostrou eficiente para a determinacdo do residuo:




solventes estudados etanol, 2-propanol, cloroférmio e THF no insumo farmacéutico ativo,

indapamida.

Palavras chave: Contaminantes farmacéuticos, IFA, Headspace, Transferline.




VALIDATION OF ANALYTICAL METHODOLOGY FOR ANALYSIS OF RESIDUAL
SOLVENTS IN RAW MATERIAL INDAPAMIDE BY GAS CHROMATOGRAPHY

Anderson Luiz Fiorentin

Abstract

Solvents are chemical reagents used within the synthesis process of IFA (active
pharmaceutical input), however, after the withdrawal processes, part of these reagents may
remain in the formed IFA. Due to their toxicity, it is necessary to assess whether the residual
guantity follows the concentration specifications imposed by ICH (International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use). These specifications were obtained by studies and tests stating the limit concentration
for human consumption without causing damage to health. Thus, this study aims to validate
an analytical methodology for the control of residual solvents ethanol, 2-propanol, chloroform
and tetrahydrofuran (THF) using the gas chromatography technique with "transferline" injection
and FID detector ("Flame lonization Detector") in the raw material of Indomatography. To carry
out the control of these substances it was necessary to validate the analytical methodology
using the experiments imposed by the regulatory body to ANVISA (National Health
Surveillance Agency), the evaluated tests are described in resolution DRC 166 of July 24 of
2017.0 selectivity test showed that the presence of solvents together does not interfere in the
guantification of the same individually, obtaining a chromatogram with well resolved peaks. All
solvents analyzed presented linear data of the Pearson correlation coefficient (r) greater than
0.99, these values were calculated for the linear concentration range studied, with values
starting from 40% up to 240%, within this range 7 levels and 3 curves were evaluated for the
4 solvents. The accuracy results were evaluated in 3 ranges: 40% (low point), 120% (midpoint)
and 240% (high point), showing a variation from 97 to 105% in the recovery values for the 4
solvents. All solvents showed good repeatability and reproducibility, with DPR (Relative
Standard Deviation) values of less than 5.3%. The highest DPR values belong to the
chloroform, due to its concentration of work being lower (60 ppm) reflecting its specification
according to the ICH, which determines which concentration is safe to the health of the
patients. For the robustness test, the methodology was robust for initial ramp changes of the
furnace, column mark and stream range of the plough gas 3.8 mL.min* up to 4.0 mL.min,
however did not present good robustness for the drag gas flow range greater than 4.0 mL.min-

1 up to 4.2 mL.minL. It is possible to prove by the results that the methodology has proved




precise, accurate and linear, proving the validation of the methodology and consequently its

use as solvent control method in the raw material of IFA Indapamida.

Keywords: Pharmaceutical Contaminants, IFA, Headspace, Transfer line.
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1. INTRODUCAO

A indapamida é uma substancia a qual pertence a classe dos IFA (Insumo
Farmacéutico Ativo) estes sao utilizados na produgcéo do medicamento, sendo substancias
responsaveis por entrar em contato com organismo para promover algum tipo de bem estar
ao paciente. A Indapamida € utilizada no tratamento da hipertenséo arterial a qual € uma
doenca que atinge milhdes de pessoal no Brasil e no mundo. A hipertensao € uma doenca
gue necessita de um tratamento continuo que em muitos casos se estende até o final da
vida do paciente (SILVA, 2018 p. 435-452).

E de extrema importancia que os pacientes que necessitam fazer o uso destas
substancias recebam um medicamento de qualidade, porém é impossivel que cada cidadao
gue necessite do medicamento consiga fazer tal avaliacdo, sendo necessario uma série de
analises de alta complexidade, que requerem alto investimento e necessitam de uma
estrutura de alta tecnologia, e € neste momento que vale ressaltar a importancia de agentes
fiscalizadores, o qual no Brasil o responsavel para realizar estes servico a populacao é a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)(ANVISA, 2021).

O avanco tecnoldgico cientifico vem contribuindo para atualizagfes nos conceitos de
controle de qualidade em diversas areas incluindo a farmacéutica. As frequentes
atualizacdes de compéndios e resolu¢cdes da ANVISA para o ramo farmacéutico mostram
essa realidade. Essas atualizacbes estdo mostrando uma maior criticidade com as
industrias farmacéuticas, com objetivo de comprovar e atestar a qualidade dos
medicamentos e insumos farmacéuticos buscando aumentar a seguran¢ca do consumo
frente a saude da populacédo (PRADO, 2008 p. 36-38; SILVA, 2018 p. 435-452).

Observando a legislacéo vigente RDC (Resolucdo da Diretoria Colegiada) 166 de 24
de julho de 2017 é possivel compreender a complexidades de itens que devem ser seguidos
para o deferimento do medicamento, como atender inimeras especificacdes de qualidade
da parte analitica, as quais devem ser comprovadas por metodologia validadas ou utilizar
metodologias de farmacopeias que atendem as mesmas especificagdes estabelecidas pelo
orgéao regulador, dentre elas a de solventes residuais provenientes de sintese ou processos
produtivos de medicamentos ou de insumos farmacéuticos ativos (ANVISA, 2017).

Durante a producéo de um IFA os materiais podem passar por diversos processos
quimicos, fisicos e/ou bioldgicos, onde o objetivo é a producdo com altissima pureza, para
gue esse processo possa ser concretizado, o IFA passa por etapas de purificacdo, diversas

reacdes e adicOes de componentes necessarios na sua construcdo, estes processos
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utilizam reagentes quimicos que mesmo apos etapas para retirada dos mesmos, podem
ser encontrados uma pequena parcela contido no IFA, estes reagentes sdo chamados de
solventes residuais. Desta forma é de extrema importdncia o monitoramento destas
guantidades, e a empresa responsavel pela fabricacdo e entrega do medicamento final
devem comprovar que estas substancias estdo em concentracdes baixas e sao seguras
para o consumo no tratamento dos pacientes (MENEGATTI; FRAGA; BARREIRO, 2001 p.
16-22).

Muito dos solventes residuais utilizados possuem potenciais graves a saude de seres
humanos e também da fauna e flora como um todo, dentre os que se destacam temos que
0 benzeno e similares, este sao residuos que ja estiveram muito presente dentro dos
processos produtivos farmacéuticos, seja por estar presente como contaminantes de outros
reagentes, ou até mesmo como proprio reagente que participa de alguma etapa de sintese.
Estes reagentes apresentam potencial toxico e carcinogénico, por este motivo a
concentracdo de controle deste solvente é bem rigida, e muitas produtoras de IFA estao
optando por rotas alternativas que nédo fazem o uso destas substancias (SINGH, 2015
p.185-187).

A RDC 166 de 2017 define que as especificacdes adotada aos solventes residuais
devem ser referenciadas e justificadas sobre a sua utilizacdo, apds 17/10/2018 a ANVISA
passou a fazer parte Conselho Internacional de Harmonizagcéo de Requisitos Técnicos para
Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH, do inglés “International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use”). O guia do
ICH que aborda os solventes residuais é o apéndice Q3C (R6) o qual o mesmo apresenta
as especificacbes que foram definidas pelo conselho ap6s analises e avaliacbes da
complexidade de cada solvente, este guia classifica os solventes em 4 classes conforme
toxicidade das substancias, dentro das classes 0s solventes possuem especificacdes
individuais (ICH, 2011).

Para avaliar a presenca de solventes residuais em farmacos dentro dos limites
estabelecidos pela RDC 166 a técnica que atende os critérios é a cromatografia gasosa,
esta técnica possui enorme capacidade de separacdo devido a infinidade de fases
estacionarias disponiveis no mercado atual, e uma boa capacidade de quantificacdo de
sinal dos solventes, quando utilizado o detector “flame ionization detector” (FID) é capaz de
guantificar solventes na concentragao na casa da parte por milhdo (ppm) (BONATO, 1997,
p. 141-180).

A cromatografica gasosa vem mostrando seu potencial no cenario farmacéutico,
sendo utilizado em algumas metodologias farmacopéica para quantificacdo do doseamento

11




de farmacos (quantidade de farmacos presente por dose independente da forma
farmacéutica) e também para monitoramento e quantificagcdo de impurezas especificas e
inespecificas presente nos farmacos, porém seu maior destaque vem sendo no controle de
solventes residuais em farmacos (USP,2020). Ao longo da udltima década esta técnica
contou com avancgos enorme em tecnologia de equipamentos como a frequente atualizacao
dos cromatografos gasosos o qual contribui com a crescente melhora na qualidade,

confiabilidade das andlises e poder de deteccdo de substancias utilizando est4 técnica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método analitico por cromatografia gasosa com deteccao
por FID (Flame lonization Detector) e injecdo headspace transferline para determinacao de

solventes residuais em Indapamida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter um método cromatografico com seletividade entre os solventes analisados no
método.

Avaliar a linearidade, precisédo e exatiddo do método para os solventes analisados.

Investigar a presencga de solventes residuais em IFA de Indapamida usando a
metodologia validada por Cromatografia Gasosa.

Quantificar os solventes encontrados avaliando se a concentracdo respeita os limites

estabelecidos pelo ICH.

13




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com a Resolucdo RDC n° 57 de 18 de novembro de 2009, ficou estabelecido que as
analises de solventes residuais serdo obrigatorias para liberacdo de medicamentos e
insumos farmacéuticos para o consumo da populagéo, esta metodologia também podera

ser aplicada na liberagdo desses solventes para industrias farmacéuticas.

Segundo a (ANVISA, 2017)

Insumos farmacéuticos ativos (IFAs), sdo uma substancia quimica ativa,
farmaco, droga ou matéria-prima que tenha propriedades farmacolégicas com
finalidade medicamentosa, utilizada para diagnostico, alivio ou tratamento,
empregada para modificar ou explorar sistemas fisioldgicos ou estados patolégicos,
em beneficio da pessoa na qual se administra. E determinado como principio ativo
do medicamento.

Esta determinacdo € de extrema importancia, pois na rota sintética de IFAs de
farmacos sintetizados séo utilizados solventes em quantidades consideraveis, em que na
sua maior parte permanecem na matéria prima mesmo no decorrer de todo o processo.
Porém, no produto final (medicamento) ou matéria prima (IFA), determina-se que certa
guantidade destes solventes residuais, sdo legalmente aceitaveis sem prejudicar a saude
do consumidor, essas quantidades foram determinadas pelo guia de solventes residuais, o
International Council on Harmonization of Technical Requirements for the Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) (FERRAZ, 2016, p. 11-19).

Os solventes residuais sao classificados em 4 classes sendo elas, classe 1, classe 2,
classe 3 e classe 4. Esta classificacao foi realizada pelo ICH de forma a definir a quantidade
aceitavel e permitida internacionalmente destes solventes. (GRIMM et al. 2010, p. 428; ICH,
2011, p. 5).

Solventes de classe 1 séo classificados como alto potencial nocivo ao meio ambiente,
e niveis toxicos elevados a saude humana, sendo preconizado a néo utilizagdo em
processos produtivos de medicamentos ou IFA. Caso sua utilizacdo seja indispensavel na
producdo, devem seguir as especificacdes rigorosamente conforme a Tabela 1. O
tricloroetano entra nesta classificacdo por apresentar um risco ambiental e ter seu limite de

1500 ppm que foi estabelecido pelos dados de seguranca referentes (ICH, 2011, p. 5).
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Tabela 1 — Classe 1 dos solventes residuais

Consideragées

Solvente Concentragdo limite (ppm)
Benzeno 2
Tetracloreto de carbono 4
Dicloroetano 5
1,1 Dicloroeteno 8

1,1,1 Tricloroetano 1500

Cancerigeno

Toéxico e perigoso ambientalmente

Téxico

Téxico

Nocivo ao meio ambiente

Fonte: Tabela retirada do ICH, 2011, p. 5,

Os solventes classe 2, classificados por apresentar uma toxicidade que permite uma
exposi¢do diaria (PDE) de niveis préximos de 0,5 a 22 mg. A Tabela 2 apresenta quais

solventes pertencem a esta classe. (ICH, 2011, p.

Tabela 2 — Classe 2 dos solventes residuais

6,).

Solventes PDE (mg/dia) Concentragao limite (ppm)
Acetonitrila 4,1 410
Clorobenzeno 3,6 360
Cloroférmio 0,6 60
1,2 dimetoxietano 1,0 100
Diclorometano 6,0 600
Metilciclohexano 11,8 1180
N-Metilpirrolidona 5,3 530
Nitrometano 0,5 50
Piridina 2,0 200
Sulfolano 1,6 160
Tetraidrofurano 7,2 720
Tetralin 1,0 100
Tolueno 8,9 890
1,1,2-Tricloroeteno 0,8 80
Xileno 21,7 2170
N, N-dimetilacetamida 10,9 1090
N, N-dimetilformamida 8,8 880
1,4 dioxano 3,8 380
2-etoxietanol 1,6 160
Etilenoglicol 6,2 620

Fonte: Retirada do ICH, 2011, p. 6.




Os solventes da classe 3 tem potencial toxico baixo e ndo apresentam risco a saude
humana em niveis aceitaveis para medicamentos. Séo livres de genotoxicidade e tem
toxicidade reduzida em estudos de longo a curto prazo. Respeitando as boas praticas de
fabricacdo pode-se utilizar até uma quantidade maior do que 50 miligramas por dia que é a
dose utilizada sem precisar de justificativa. A Tabela 3 ilustra os solventes que fazem parte
desta classe (ICH, 2011, p. 7,).

Tabela 3 — Classe 3 dos solventes residuais

Solventes com contragdo limite de 5000 ppm

Acido acético
Acetona
Anisol
1-Butanol
2-Butanol
3-Metil-1-butanol
Acetato de butila
Metil-etil-cetona
Eter terc-butilmetilico
Metilisobutil cetona
Sulféxido de dimetila
2-Metil-1-propanol

Acetato de isopropila

Etanol
Pentano
Acetato de etila
1-Pentanol
Eter etilico
1-propanol
Formato de etila
2-Propanolol
Acido férmico
Acetato de propila
Heptano
Acetato de isopropila

Acetato de metila

Fonte: Retirada do ICH, 2011, p. 7.

Solventes residuais da classe 4 ndo contém riscos de toxicidade por néo
apresentarem dados toxicoldgicos, desta forma nédo apresentam limites determinados em
excipientes ou medicamentos, podendo ser utilizado na fabricagdo dos mesmos. Quando
utilizados em produtos farmacéuticos devem ser justificados seu uso e niveis dos residuos.

Estéo identificados na tabela 4 os solventes que pertencem a esta classe (ICH, 2011, p. 8).

Tabela 4 — Solventes residuais Classe 4

Solventes Residuais classe 4

1,1-dietoxipropano Metilisopropil cetona
1,1-Dimetoximetano Metiltetra-hidrofurano
2,2-Dimetoxipropano Eter de petréleo
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Iso-octano Acido tricloroacético

Acido trifluoroacético Eter isopropilico

Fonte: Retirado do ICH, 2011, p.8.

A determinacao de solventes residuais, vem sendo realizada por técnicas envolvendo
cromatografia, sendo elas na fase liquida ou gasosa. Esta técnica possui grande
importdncia desde o seu surgimento participando de varios experimentos que
proporcionaram grandes avancos a comunidade cientifica devido a sua capacidade de
separacao e identificacdo de compostos, esta caracteristica esta diretamente ligada ao
desenvolvimento em diversas areas da ciéncia entre elas se encontra a area farmacéutica,
conforme (COLLINS, 2009 p.7) relatou:

Varios autores tém chamado o século 20 “o século da cromatografia”, uma
vez que essa técnica foi altamente importante no desenvolvimento de varias areas
das ciéncias fisicas e bioldgicas durante todo este século. No momento, existem
indicagbes que as cromatografias e as suas técnicas relacionadas também
proporcionardo relevantes contribuicdes neste século 21.

Desta forma a importancia da cromatografia desde do seu surgimento até o periodo
atual continua em acessdo na contribuicdo do avanco cientifico, sendo referéncia em
diversas areas incluindo a farmacéutica gracas o avanco tecnolégico instrumental, que vem
se atualizando e disponibilizando equipamentos cada vez melhores e com alto poder de
deteccéo, contribuindo para analises com alta confiabilidade e precisao.

Com a forte atualizacdo e o crescimento da cromatografia, compéndios mundiais
como as farmacopeias entre elas a “United States Pharmacopeia” (USP) Farmacopeia
americana, vem referenciando métodos cromatograficos como a técnica utilizada para a
guantificacdo e liberacdo de diversas analises de farmacos (IFA) e seus insumos
farmacéuticos, dentre essas técnicas a que merece destague pela sua importancia e
aplicacdo na seguranca e aumento da qualidade dos farmacos € a cromatografia Gasosa
(USP, 2020).

A cromatografia é classificada como um método fisico quimico de separagédo de
compostos/substancias em uma mistura, a qual ocorre por meio de duas fase dividas como
fase moével cujo objetivo € mover os compostos a serem separados, e a fase estacionaria
gue é responsavel pelas interacdes quimicas, a qual quanto maior afinidade dos compostos
com a fase estacionaria maior a sua atracao e retencdo consequentemente, entretanto para
gue seja possivel a separagdo, a atracdo entre 0s compostos com a fase estacionéria a
serem separados precisam ser ligeiramente diferentes, uma vez que se essa atracao for
exatamente igual os compostos vao se sobrepor o qual tal fato ndo é desejado. (COLLINS,

BRAGA, BONATO, 2006 p.17-23)
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Apos sua descoberta a cromatografia se desenvolveu a uma velocidade muito alta e
se especializou em duas areas especificas de grade utilizacdo sendo elas, a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG), sendo a segunda subdivida
em duas partes, sendo elas cromatografia gas-soélido e cromatografia gas liquido (SKOOG,
WEST, HOLLER, CROUCH, 2006 p.899-923).

Conforme a classificagdo de SKOOG, WEST, HOLLER, CROUCH (2006) p.899

Na cromatografia gas-liquido, a fase mével é um gas, enquanto a fase
estacionaria € um liquido retido na superficie de um sélido inerte por adsorgdo ou
ligagdo quimica. Na cromatografia gas-solido, a fase mével € um gas, ao passo
que a fase estacionaria € um sdlido que retém os analitos por adsorcéo fisica. A
cromatografia gas-solido permite a separagéo de gases de baixa massa molecular,
como os componentes do ar, sulfeto de hidrogénio, mondxido de carbono e éxido
de nitrogénio.

Seguindo os fundamentos de SKOOG, WEST, HOLLER, CROUCH (2006) p.914

A cromatografia gas-liquido pode ser aplicada as espécies relativamente
volateis e termicamente estaveis a temperaturas de até poucas centenas de graus
Celsius. Um grande nimero de compostos de interesse possui essas qualidades.
Consequentemente, a cromatografia gasosa tem sido amplamente aplicada na
separacao e determinacdo de componentes em variados tipos de amostras.

Por essas caracteristicas, a cromatografia gas-liquido tem ampla abrangéncia nas
analises de controle de qualidade em industrias farmacéuticas, utilizadas tanto para
analises de liberacbes de doseamento e substancias relacionadas (impurezas), como para
analises de solventes residuais, sendo adotadas em IFA e produto acabado (PA). Esta
técnica possui vantagens quando comparadas a outras técnicas, sendo elas a alta
capacidade de deteccao e também alta seletividade de compostos e substancias com ponto
de ebulicdo na faixa de 25 a 400 °C, a seletividade destes compostos sdo devido a alta
variedade e diversidade de fases estacionarias disponiveis no mercado atualmente, onde
equipamento modernos possibilitam a juncdo de duas colunas com fases estacionarias
diferentes aumentando ainda mais o poder e capacidade desta técnica, desta forma é
possivel realizar separagdo de varios solventes em uma mesma corrida (CHROMacademy,
2020).

A cromatografia gasosa apresenta varias opcoes para detectores, sendo muito
importante a sua escolha baseado nas caracteristicas dos analitos que serdo analisados
na técnica, o detector mais utilizado atualmente é o “flame ionization detector” FID (detector
de ionizagdo por chama). Este detector apresenta uma série de vantagens quando
comparado com os demais, entre elas a alta faixa linear de trabalho, a capacidade de
analisar diversas substancias, ou seja ele € seletivo para substancias com carbono ligado
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a hidrogénio (C-H) por isso é quase universal, outro ponto positivo € a alta capacidade de
resposta gerada. O funcionamento dele acontece através da ionizacao quimica do carbono
(CH + O) formando (CHO™) + (e"), justamente essa energia € que gera o sinal do detector
0 qual através de software converte essa energia em um sinal numeérico o qual pode ser
observado nos cromatogramas (VISENTAINER, 2012 p. 274-279; COLLINS et al 2006
p.223-231).

A ANVISA determina que metodologias que nédo estao descrita em farmacopeias
devem passar pelo processo de validacdo para que possam ser utilizadas como
metodologia oficial para finalidade proposta, sejam elas utilizadas na liberacdo de teor de
farmacos, liberacdo de solventes residuais entre outras andlises realizadas pela industria
farmacéutica. Dentro deste processo de validacao descrito pela RDC 166, a metodologia é
considerada validada quando cumpre os parametros linearidade, precisdo, exatidao,

seletividade, limite de quantificacédo e robustez.

4. ARTIGO CIENTIFICO

4.1 Introducao

A cromatografia gasosa é uma técnica muito versatil com grande potencial, tendo
destaque no cenéario mundial em diversas areas da ciéncia, muito desta capacidade é
devido ao seu poder de deteccdo elevado e sua reprodutibilidade de dados ser
extremamente precisa, esta técnica mostrou um grande avanco em tecnologia desde de
sua existéncia. Sua vantagem em relacdo a cromatografia liquida (HPLC) é na analise de
substancias com ponto de ebulicdo de médio e baixo valor (30 a 400 °C), outra vantagem
€ a capacidade da técnica analisar amostras no estado gasoso assim como no estado
liquido (CAMARASU et al, 2006 p.768-777; GRODOWSKA et al 2010 p.13-26).

Dentre as areas da ciéncia uma que apresenta destaque na utilizacdo desta técnica é
a farmacéutica para a analise de solventes residuais. Estes solventes sédo provenientes da
sintese utilizados na fabricacdo das matérias primas e produto acabados, a qual mesmo
apos etapas de purificacdo para retirada dos mesmos, uma parte ainda pode permanecer
contida nestes farmacos. No Brasil, a legislacdo vigente preconiza que estas substancias
devam ser controladas e devem seguir as especificacdes impostas pelo ICH, a qual
garantam que a porcentagem que permanece destas substancia ndo seja prejudicial.
Dentre os solventes que podem estar contidos na matéria prima apés as etapas de sintese,

destaca-se os solventes da classe 1 conforme classificacdo do ICH, nesta classe estdo os
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solventes mais perigosos a saude dos pacientes por este motivo sua especificacdo é
extremamente baixa, pois solventes como o benzeno fazem parte desta classe, este
solvente tem potencial carcinogénico isso corrobora para a especificacdo serem téo
rigorosa, e no caso especifico do benzeno é de 2 ppm, o ICH realiza diversos testes e
através desses resultados, comprova que o nivel de 2 ppm para o benzeno ndo causa
qualquer dano ao ser humano, promovendo assim seguranca a saude dos pacientes
(PURANIK et al, 2009 p.410-414).

Neste trabalho foi avaliado a presenca de solventes no IFA (Insumo Farmacéutico
Ativo) Indapamida, pois este é um farmaco indicado no tratamento da hipertenséo arterial,
comumente conhecida como pressédo alta. Essa doenca € considerada comum e causa
uma forca excessiva do sangue contra a parede das artérias, estimasse que cerca de 2
milhdes de pessoas convivem com a doenca sé no Brasil, farmacos como a indapamida
sdo utilizados no controle desta doenca e na sua grande maioria esses farmacos sao
ingeridos em tratamentos para uso prologado ou até mesmo continuos (MALACHIAS, 2016
p. 35-43).

Na producdo deste farmaco encontrasse solventes residuais como o etanol, 2-
propanol, THF e o cloroférmio os quais necessitam do controle para comprovar a qualidade
do farmaco e promover salude aos pacientes que vao fazer uso deste medicamento, estes
solventes pertencem as classe 2 e 3 da classificagédo do ICH. O etanol e o 2-propanol
encontram-se na classe 3 e possuem o controle com concentracdo de 5000 ppm por nao
serem solventes que possuem um indice de toxicidade elevados porém merecem atencao
e devem ser monitorados, pois em altos niveis podem gerar danos a saude. O THF e o
cloroférmio sdo de classe 2, este solventes apresentam toxicidade maior quando
comparado aos solventes de classe 3, desta forma seu controle € mais rigoroso sendo
controlados com 720 ppm para o THF e 60 ppm para o cloroformio. Dentre os solventes
analisados neste trabalho o cloroformio é o que apresentam maior risco toxicologico, o qual
guando ingerido é metabolizado pelo rim e pode desenvolver em casos extremos
insuficiéncia renal conforme (FANG, 2008 p. 48-55).

Na literatura ndo ha metodologia que realize o controle dos solventes residuais na
matéria prima do farmaco Indapamida, desta forma o controle da mesma sera realizado

pela cromatografia gasosa com transfer line e detector “flame ionization detector” (FID).
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Reagentes

O reagente utilizado na validacéo foi o tetrahidrofurano (THF) pureza 99,57% e 2-
propanol pureza 99,99% ambos do fabricante (Biograde), etanol pureza 99,86% do
fabricante (Honeywell) e o cloroférmio pureza 99,71% do fabricante (Sigma-Aldrich). Para

o diluente foi utilizado dimetilacetamida pureza 99,87% do Fabricante (Sigma-Aldrich).

4.2.2 Preparo das solucoes

A solucdo padrdo mix (mistura de todos os solventes), foi preparada partindo das
solucdes estoques de cada solvente as quais foram diluidas com agua até chegar nas
concentracdes a seqguir: etanol 498,58 pug.mL, 2-propanol 499,85 pug.mL*, cloroférmio
5,99 pg.mL* e tolueno 71,54 pg.mL™.

A amostra Indapamida (solucado teste) foi solubilizada em dimetilformamida até a
concentracédo de 100 pg.mL™.

A amostra foi adicionada juntamente dos padrdes, desta forma em um vial de
Headspace de 20 mL foi adicionado 1,0 mL da solucéo do padrdo mix, 1,0 mL da solucéo
teste e 3,0 mL de &gua purificada.

Todas as solucBes tem volume final de 5,0 mL no vial de Headspace, sendo que ao
logo das solucdes a quantidade de padréo foi variado conforme o nivel que esta sendo
avaliado, por exemplo no nivel de 40% o vial foi preparado usando 0,4 mL do padrdo mix,
1,0 mL da solucéo teste e 3,6 mL de agua purificada. Para o preparo dos vials de diluente,
matriz e system foram seguidos os seguintes volumes.

O vial do diluente foi preparado da seguinte forma: 4,0 mL de agua purificada e 1,0
mL de dimetilacetamida.

O vial da matriz: 4,0 mL de agua purificada e 1,0 mL da solucao teste.

O vial da solugédo system: 1,0 mL da solug&o padrao mix, 1,0 mL de dimetilacetamida
e 3,0 mL de agua.

Os preparos desta pesquisa foram preparados em triplicata, com excecao do

parametro robustez o qual este foi avaliado do mesmo preparo.

4.2.3 Instrumentos

As analises foram realizadas no cromatografo gasoso marca (Agilent Technologies),

modelo 7890B com amostrador “Headspace Sampler” (Agilent Technologies) modelo
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7697A. Para o preparo das solugdes utilizou-se uma balanca marca (Mettler Toledo)

modelo XP205, e um pipetador automatico marca (Eppendorf) modelo Multipette® E3x.

4.2.4 CondicOes cromatoqgraficas

As amostras e padrfes foram injetadas no cromatografo utilizando volume de 1000
WL, com temperatura do injetor de 200 °C, e do Detector 240 °C. O gas de arraste utilizado
foi o hélio, com vazéo a fluxo constante de 4,0 mL.min%. A coluna cromatografica grupo
G16 — marca (Agilent Technologies) modelo DB-WAXETR (100% Polyethylene glycol) 30
metros de comprimento x 0,53 mm de diametro interno x 2,00 um de revestimento do filme,
liner modo “Split” com |& de vidro para baixa pressao marca (Agilent Technologies, modelo
5190-2295). Vazao de separagao (“split ratio”) 1:10. Temperatura do gradiente do forno
inicial 35 °C por 25 minutos, alterando para 220 °C com taxa de aquecimento de 50 °C/min
1 por 5,3 minutos, as condicdes utilizadas no médulo “Headspace sampler” estéo ilustrados

na Tabela 5.

Tabela 5 - Condicoes “Headspace Sampler

Volume de vial, (mL) 20
Tipo de Gas no vial (Vial Gas Type) N2
Volume de transferéncia (Loop Volume), mL 1,0
Temperatura de incubacgéo (Vial Oven), °C 90
Temperatura do Loop, °C 120
Temperatura do Transferline, °C 150
Vial shaking 6
Ciclo do CG (GC Cycle time), min 42,00
Tempo de incubacéo (Vial Equilibration), min 25,00
Tempo de equilibrio (Pressure Equilibration), min 0,10
Inject, min 0,50
Vazéo de purga (Sample Probe Purge - Flow), mL.min! 100,0
Tempo de purga (Sample Probe Purge - Time), min 10,00

Modo de preenchimento (Fill Mode)

Fill to pressure

Presséo de preenchimento (Fill Pressure), psi

20

Modo de extracao (Extraction Mode)

Single + Vent After
Extraction
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4.2.5 Parametros de Avaliacao

Para avaliar o desvio padréo relativo entre as solu¢des analiticas analisadas no

meétodo, foi calculada conforme a Equacéo 1:
DpP ~
DPR =——x 100 Equacéo 1
CMD

Em que, DPR desvio padrao relativo, DP desvio padrdo e CMD a concentracéo

média determinada

Para calcular os teores das solu¢cbes nos parametros linearidade, precisao, exatidao

avaliados nesta metodologia, foi utilizando a Equacéo 2:

T(pg.g71) = st(C:ch)x ( 25— 4 ) Equagéo 2

As100%—At

Em que, T (ug.g?) teor do solvente residual; 25 fator de diluicdo das solucdes; C
concentracdo do solvente na Solugdo Padrdo Mix, em pg.mL; m massa pesada, em g, da
amostra para o preparo da Solugéo Estoque Teste; V volume pipetado, em mL, da Solucao
Padré&o Mix no preparo da Solugéo Precisdo 100%; As area do solvente residual na Solucéao
Precisdo em questdo; A: area do solvente residual na Solugdo Teste; Asioow area do

solvente residual na Solucéo Precisao 100%.

Para o avaliar a recuperacao relativa nos parametros avaliados no método foi

realizado o célculo de cada recuperacdo conforme a Equacéo 3.

-1
Recuperacio (%) = % x 100 Equacéao 3
Em que Recuperacao (%) recuperacao relativa percentual; T (ug.gt) teor do analito
calculado pela Equacédo 3; Tt(ug.g?t) teor tedrico do analito de acordo com o nivel de
concentragéo (40%, 120% e 240%). Os critérios a serem respeitados foram retirados do
ICH para o parametro de exatidao.
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Os calculos dos teores da solugdes utilizados no parametro robustez foram realizados

conforme a equagao 4.

T(pg.g71) = SOx(C:IV)x ( 25— A ) Equacéo 4

As100%—At

Em que, T (ug.g™?) teor do solvente residual; 50 fator de diluicdo das solucdes; C
concentracéo do solvente na Solugéo Padrdo Mix, em pg.mL1; m massa pesada, em g, da
amostra para o preparo da Solucéo Estoque Teste; V volume pipetado, em mL, da Solucao
Padrédo Mix no preparo da Solucdo Teste Contaminada (100%); As area do solvente residual
na Solucéo Teste Fortificada (80%); At area do solvente residual na Solugéo Teste; AS100%
area do solvente residual na Solugéo Teste Contaminada (100%).

Para linearidade a férmula matematica que relaciona as duas variaveis; concentracao
em pg.mL? versus resposta das areas dos analitos, é a equacdo da reta, conforme
apresentados na equacao 5:

y=ax+Db Equacéo 5

Em que y resposta medida (area dos picos); x Concentracdo em pg.mL?; ax
inclinacdo da curva de calibracdo (ou coeficiente angular); b Interseccdo com o eixo v,

guando x = 0 (ou coeficiente linear).

A resolucéo (R) avalia o grau de separacéo entre dois picos e pode ser calculada pela

equacao 6:

t2 —-t1

Resolucio (R) = 2 * ATwr

Equacéao 6

Em que, t2 e t1 sdo os tempos de retencdo dos dois solventes da mistura; wl e w2
sdo as larguras dos picos na linha de base medidos a meia altura, ou seja, € basicamente
a razdo entre a (diferenca nos tempos de retencao) / (largura média do pico) (SNYDER,
2010 p.912).
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4.2.6 Parametros Analisados Na Validacdo

4.26.1 Seletividade

Este parametro avalia a capacidade que o método analitico possui em medir
exatamente um composto em presenca de outros como impurezas e componentes da
matriz, sendo avaliada através do calculo de resolucéo, (R), o qual pode ser definida como
a razdo entre a distancia entre os dois picos e a largura média desses picos medidos a
meia altura (h/2), conforme mostrado na Equacédo 6. (BRASIL, 2010 p. 109-114; CHUST,
1990 p. 43-53).

4.2.6.2 Linearidade

Este parametro avalia se método possui correlacdo do aumento da concentracédo do
solvente versus o aumento do sinal detectado, esté correlagdo é medido pelo Coeficiente
de Correlacdo de Pearson (Rp) e é desejado que este coeficiente possua um valor superior
gue 0,990. Os testes estatisticos da linearidade foi avaliado com a utilizacdo do software
Action Stat®.

4.2.6.3 Precisao

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio
padréo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas.

A precisdo da metodologia analitica foi verificada por dois critérios: repetibilidade e
reprodutibilidade.

Na repetibilidade foi avaliado a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. A repetibilidade do
meétodo foi verificada com trés réplicas nas concentracdes de 40%, 120% e 240% as quais
correspondem suscetivelmente ao ponto baixo, médio e alto do conjunto de dados da
metodologia.

Na reprodutibilidade foram avaliados os mesmos pontos (40%, 120% e 240%) ambos
em triplicata, porém avaliados em dia diferente preparado por analista diferente.
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4.2.6.4 Limite de Quantificacdo

Este parametro avalia o limite de quantificacdo da metodologia (LQ), ou seja, avalia
gual a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
linearidade, precisao e exatidao aceitaveis sob as condi¢cfes experimentais estabelecidas,

nesta concentragdo o sinal ruido (s/n) deve ser superior a 10.

4.2.6.5 Robustez

Na robustez foi realizado o estudo de alteracdo em algumas variaveis e
consequentemente o efeito destas mudanga nos resultados, foi avaliado a alteracdo na
rampa inicial do forno, rampa de fluxo e troca do lote da coluna. Estas alteragdes sao
importantes para avaliar a fragilidade do método e quais cuidados sdo necessarios para

garantir a robustez dos resultados.

4.2.7 Especificacoes dos equipamentos

Para avaliar a calibragéo e estabilidade do equipamento, foi injetado separadamente
1,0 mL do Branco no inicio de cada parametro. Em seguida, foi injetado 1,0 mL de cada
uma das seis solu¢des System Suitability. Para que o sistema esteja valido, o desvio padréo
relativo (DPR) entre as areas das seis injecdes para o0s solventes tetrahidrofurano, etanol e
2-propanol devem ser de no maximo 5,3% e para o solvente cloroférmio no méximo 7,3%,
lembrando que estes valores seguem as especificacbes da AOAC (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS) conforme a (AOAC,2016 p.9). A resolucéo entre os
picos dos analitos de interesse e seus adjacentes deve ser maior ou igual a 1,0 conforme
especificacdo da USP (USP 44, 2021).

As especificacfes de DPR e faixa de recuperacéo nesta metodologia seguem a AOAC
as guais estao apresentados nas tabelas 6 e 7 e foram retiradas do apéndice F da AOAC
(AOAC, 2016 p.9).
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Tabela 6 — Critérios de aceitagdo para desvio padrao relativo

DPR (%)

Analitos Niveis L DPR (%)
Intermediaria
. 40 e 120% 8
Tetrahidrofurano 240% 6 53
Etanol 40, 120 e 240% 6 53
2-Propanol
Cloroférmio 40 e 120% 11 7.3
240% 8 53
Tabela 7 — Critérios de aceitacdo para recuperacao
Analitos Niveis Recuperacgao (%)
40 e 120% 90 - 107
Tetrahidrofurano
240% 95 -105
Etanol
40, 120 e 240% 95-105
2-Propanol
. 40 e 120% 80 -110
Cloroférmio
240% 90 - 107

As especificacdes possuem faixas diferentes pois sao elaboradas conforme a
concentracdo de trabalho para cada solvente sendo elas para o nivel 100% etanol e 2-
propanol 5000 ppm, THF 720 ppm e o cloroférmio 60 ppm conforme ilustrados nas tabelas

2 e 3 do presente trabalho retiradas do ICH.

4.3 Resultados e Discusséo

Para o desenvolvimento da metodologia usando a cromatografia gasosa por injecao
headspace e detector FID foram realizadas as andalises de seletividade, limite de
guantificacédo, linearidade, preciséo reprodutibilidade e repetibilidade, exatiddo e robustez.
Essas analises possibilitaram atestar e comprovar que a metodologia € adequada para
quantificacdo dos solventes (etanol, 2-propanol, THF e cloroférmio) na amostra da matéria

prima de indapamida.

4.3.1 Seletividade

Neste parametro foram feitos preparos individuais dos padrdes de cada solvente a ser
controlado (tetrahidrofurano, cloroférmio, 2-propanol e etanol), bem como o preparo da IFA

de Indapamida sozinha e contaminada com todos solventes, possibilitando identificar cada
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compostos individualmente, garantindo que independente das impurezas e substancias

desconhecidas que possam estar presentes no IFA, o método seja capaz de separar 0s
compostos.

O cromatograma obtido para a mistura dos solventes nas concentracdes limites
conforme ICH, juntamente com a matriz, encontram-se na Figura 1.
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Figura 1- Cromatograma obtido para o conjunto dos solventes etanol, 2 propanol, THF e cloroférmio
nas concentracdes de 4985,8, 4998,5, 715,4 e 59,9 ppm, respetivamente em na presenca de 100 mg da
matriz indapamida. Os parametros cromatograficos foram: vazdo de separacado (“split ratio”) 1:10,
fluxo do gas de araste hélio 4,0 mL.min' de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min,
alterando para 220 °C com taxa de aquecimento de 50°C. Mint por 5,3 minutos, utilizando coluna
cromatografica WAX ETR comprimento 30 metros, 0,53 mm de didmetro interno x 2,00 um de
revestimento do filme e cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.

Com as inje¢Bes de todos os solventes individuais e também a injecdo de todos os
solventes misturados com a matriz, foi possivel comprovar a identidade de cada solvente e
também a seletividade de ambos em conjunto, os resultados de cada cromato da
seletividade estdo como anexo nesta pesquisa.

A Figura 1, demonstra que apesar dos picos do 2-propanol e etanol encontrarem-se
préximos, entretanto estdo bem definidos, isso ocorre provavelmente por ambos possuirem
o mesmo grupo funcional (alcool), com apenas um carbono de diferenca. Essa diferenca &
determinante quando os solventes sdo analisados e separados por uma coluna com alta
polaridade como a DB-WAXETR (100% Polyethylene glycol). Observou-se que o etanol
ficou ligeiramente mais retido em relacdo ao 2-propanol, esse fato pode estar relacionado
do etanol ser mais polar guando comparado ao 2-propanol e também possuir uma molécula
menor e desta forma facilitar a atragdo do etanol com a fase estacionaria (VISENTAINER,
2012 p. 274-279).
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Pode-se notar também que o cloroférmio apresenta uma area pequena quando
comparados com os demais solventes do método, isso ocorre principalmente devido sua
concentracgao estar 84 vezes menor quando comparado ao 2-propanol e Etanol. Entretanto,
pode estar relacionado também ao fato deste solvente possuir apenas um carbono em sua
estrutura e o detector usado (FID) ser detector de carbono, ndo gerando um sinal muito
expressivo.

Os valores obtidos na comparacdo dos tempos de retencdo relativo para os
solventes separados e misturados com a IFA e as resolucdes entre 0s solventes misturados

encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Tempos de retencéo e resolu¢Bes dos solventes na Seletividade Teste

Picos de Concentragdo TR (min) para TR R
de trabalho P (min) para (2 1,0) para
Interesse cada solvente . ’
(ppm) mistura mistura
THF 715,4 6,6 6.6 198
2-Propanol 4998,5 10,8 10,8 10,5
Etanol 4985,8 11,3 11,3 1,3
Cloroférmio 59,9 20,6 20,6 16,7

TR- Tempo de retencao relativo. R- Resolucéo

Pode-se observar que ndo houve mudancas no tempo de retencéo dos solventes puros
e apés a mistura, indicando que nao ocorre interferéncias entre eles, além disso, na Tabela
8 a resolucao (distancia entre dois picos) dos solventes de interesse para a metodologia é
maior que 1,0, este valor mostra que os solventes podem ser determinados separadamente.
Estes valores seguem a especificacdo da USP para solventes residuais e comprovam que
0S picos ndo possuem coeluicdo e nem interfiram ou possuam impacto na quantificacao
individual de cada analito, mostrando que os solventes 2-propanol e etanol podem ser
determinados na metodologia proposta, os cromatogramas das injecoes individuais de cada
padrdo analisado assim como a matriz indapamida e o diluente se encontram no anexo |,
estes resultados corroboram na comprovacéo na identificacdo de cada solvente utilizado
no presente trabalho (USP 44, 2021; ANVISA, 2017).

4.3.2 Linearidade

A Linearidade foi usada para avaliar a resposta detectada frente as faixas de
concentragdo dos analitos estudados no método. Essas faixas foram definidas seguindo o
guia ICH, o qual define a concentragéo limite para cada solvente. Este guia mostra que o
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limite para controle dos solventes etanol e 2-propanol é a concentracdo de 5000 ppm, para
o cloroféormio 60 ppm e THF 720 ppm, as porcentagens definidas para o estudo leva em
consideracao que 100% é referente a concentracdo limite para cada solvente, ou seja, para
o etanol a concentracdo 100% equivale a 5000 ppm, da mesma forma para os outros
solventes analisados no método. As analises foram realizadas usando a quantificacéo de
trés curvas analiticas e sete niveis, os quais foram: 40, 80, 100, 120, 160, 200, 240%
compreendendo o intervalo de concentragdo da metodologia de 40% a 240% de cada
solvente residual. A resolucédo 166 de 2017 preconiza que a linearidade deve contemplar
no minimo 5 niveis, sendo que o ultimo nivel deve atender no minimo a concentracao de
120% da especificacdo, ou seja o ultimo nivel avaliado pela metodologia ndo pode ser
inferior ao nivel 240%, e o primeiro nivel avaliado deve ser o limite de quantificacéo
determinado pelo método no qual este trabalho foi definido como 40% (ICH, 2011).

Os resultados encontrados para Coeficiente de Correlacdo de Pearson (Rp), intervalo
de concentracdo e a média das equacdes da reta para cada solvente na linearidade

encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados estatisticos de Rp e equacédo dareta na Linearidade

Intervalo de concentracao

Rp R2 (Lg/g) Equacéo dareta

40% a 240% (média)
THF 0,999 0,998 286,16 a 1716,96 y =4.21x - 9.53
Etanol 1,000 1,000 1994,32 a 11965,92 y = 0.58x + 1.04
2-Propanol 0,999 0,998 1999,38 a 11996,28 y = 1.05x + 10.14
Cloroférmio 0,994 0,987 23,98 a 143,88 y = 2.27x + 0.96

Pode-se obsevar que todos os solventes apresentaram coeficiente de correlagéo
(Rp) acima de 0,99 nos intervalos estudados, esses valores mostram que o dados
apresentam um 6timo ajuste linear corroborando com os valores encontrado no trabalho de
(GUAN, 2017 p. 393-397). Avaliando o R? os resultados se mostram robustos e apresentam
correlacdo na faixa estudada em todos os solventes desta metodologia, todos os resultados
apresentam valores acima de 0,987 valores proximos ao encontrados nos trabalhos de
Asfaw e Masoom utilizando a mesma tecnica cromatografica e mesmo detector
(ASFAW,2020 p-6; MASOOM, 2017 p. S2483). A Fim de comprovar o modelo linear, foram
determinados modelos estatisticos utilizando a aplicacdo do software Action Stat®. A

Tabela 10 mostra os resultados dos testes estatisticos da linearidade para os solventes.
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Tabela 10 — Resultados estatisticos da Linearidade para todos os solventes

Teste Conclusao

Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significancia do modelo linear

Teste de Normalidade dos Residuos N&o rejeitamos a hip6tese de normalidade dos residuos
Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Teste de independéncia das

~ N&o detectado dependéncia das observacdes
observacdes

Para a avaliacdo se os dados do conjunto linear possuem significancia de 95% ou
seja se o0s valores obtidos fazem parte de um modelo linear foi utilizado o teste de F. Apds
calculado para todos os solventes o0s resultados mostraram-se estatisticamente
significativos uma vez que o F calculado é maior que o F tabelado (Fcalc > Ftab), isso indica
gue os valores referente a linearidade apresentam uma relacdo linear entre as duas
variaveis (resposta versus concentracdo) calculado conforme a equacgéo 5, onde quanto
maior for a razado entre o Fcalc e Ftab mais significativa é essa relacdo. Analisando os
resultados do teste F foi possivel verificar que todos os solventes possuem Fcal superior
ao tabelado indicando que a significancia do modelo linear ndo foi rejeitada, ou seja, o
coeficiente angular é significativo, o qual € desejado e demonstra que o método possui
angulacéo de reta e quando avaliado juntamente com o Coeficiente de Correlagdo Pearson
e 0 R?2 mostra que o método possui um ajuste linear adequado, corroborando com os
critérios de aceitagdo .(PIMENTEL & NETO, 1996 p. 268-277; DRAPER & SMITH, 1981 p.
709).

Ao avaliar a andlise de variancia (ANOVA), é importante que 0s erros apresentem
variancia comum, ou seja, homocedasticidade. Isso demonstra que cada tratamento que
estd sendo comparado pelo teste F, apresente aproximadamente a mesma variancia.
Quando este resultado ndo é atendido pode-se dizer que as variancias nao sao
homogéneas, ou ainda, que existe heterocedasticidade o qual indica um problema para o
modelo linear e ndo é desejado.

Outro teste utilizado para avaliacdo dos parametros estatisticos na linearidade é o
teste de Breusch-Pagan, baseado no teste multiplicador de Lagrange. Este é bastante
utilizado para avaliar a hipotese nula de que as variancias dos erros sao iguais
(homocedasticidade) versus a hipétese alternativa de que as variancias dos erros séo uma
funcdo multiplicativa de uma ou mais variaveis, sendo que esta(s) variavel(eis) pode(m)
pertencer ou ndo ao modelo em questédo. Aplicando o teste de Breusch-Pagan foi possivel
avaliar o modelo por teste de hipotese com nivel de significancia de 95% sendo neste caso

HO: As variancias dos niveis sao iguais e H1; Pelo menos uma variancia é diferente. Apos
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avaliar o modelo foi possivel comprovar por meio do p-valor superior a 0,05 (Resultados p-
valor etanol 0,61; THF 0,08; cloroférmio 0,47; 2-propanol 0,08) obtido pelo teste de
hipétese, que o modelo linear apresenta homoscedasticidade, ou seja, as variancias ao
longo do modelo linear sédo estatisticamente iguais (BREUSCH, PAGAN, 1979 p.1287-
1294).

Foi avaliado também a independéncia dos dados obtidos na linearidade utilizado o
teste de Durbin-Watson o qual detecta a presenca de autocorrelacdo (dependéncia) nos
residuos de uma analise de regressao. A fim de verificar se 0 modelo linear apresenta
dependéncia dos dados foi aplicado o teste de hipotese, onde foi suposto como hipétese
HO: As observacdes sédo independentes e H1: Observagbes ndo sao independentes. O
resultado apresentou p-valor superior a 0,05 (Resultados p-valor etanol 0,32; THF 0,82;
cloroférmio 0,10; 2-propanol 0,06) comprovando a hipétese HO demonstrado que o modelo
linear apresenta independéncia dos dados. (DURBIN e WATSON, 1951 p.157-177)

Segundo Patrick Royston (1982) a normalidade dos residuos é uma suposicao
essencial para que os resultados do ajuste do modelo de regressao linear sejam
confiaveis. Pode-se avaliar essa suposicdo por meio de testes como o de Shapiro-
Wilk. Este teste foi proposto em 1965, e é baseado na estatistica W, ele visa analisar a
normalidade dos residuos, ou seja, se os dados dentro da linearidade pertencem a uma
populacdo normal, esta analise é feita por meio do teste de hipbtese e nivel de
significancia de 95%. Para isso, avalia-se a hipétese com HO: amostra provém de uma
populacdo normal, e H1: amostra ndo provém de uma populacdo normal. ApGs o teste de
hipotese por Shapiro-Wilk foi possivel observar que p-valor do teste apresentou valor acima
de 0,05 (Resultados p-valor etanol 0,71; THF 0,69; cloroférmio 0,40; 2-propanol 0,97) o qual
confirma HO e demostra que os dados avaliados pertencem a uma populacdo normal
(ROYSTON, 1982 p.115-124).

Desta forma, a analise estatistica demonstrou cumprimento dos critérios estabelecidos
para o parametro de linearidade previsto pela ANVISA. Considera-se, entdo, que o método
atende todos os requisitos mostrando ser linear para analise dos solventes residuais

tetrahidrofurano, etanol, 2-propanol e cloroférmio na matéria prima Indapamida.

4.3.3 Limite de Quantificacao

O Limite de Quantificacdo do método analitico foi constato apods testes e avaliagdes
no qual a concentracdo que apresentou precisédo, exatidao e sinal ruido maior que 10, foi a
concentracao de 40%. Este valor foi calculando individualmente para cada solvente residual

ou seja como exemplo a especificacdo do cloroférmio sendo de 60 ppm isso equivale a
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100% da especificacdo conforme ICH, entdo 40% desta especificacdo resulta no valor de
23,98 ppm, desta forma o LQ (limite de quantificacdo) nesta metodologia para o solvente
cloroférmio corresponde a 23,98 ppm, visto que esta concentragdo apresentou precisao e
exatidao, os resultados do LQ para os demais solventes desta pesquisa se encontram na
tabela 11. Foram testadas concentracfes abaixo de 40%, entretanto, as mesmas
apresentaram resultados negativos de precisdo e exatiddo para o solvente cloroférmio.

Os resultados do LQ e da relacdo sinal/ruido referente a amostra 40% do limite da
especificacdo para todos os solventes avaliados neste trabalho estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11 — Resultados de Limite de Quantificagcdo e da relagdo Sinal/Ruido

Analito Relag¢édo Sinal/Ruido LQ
Injecéo 12 28 32 Concentragéo g
THF 461 464 517 286,16
Etanol 361 365 407 1994,32
2-Propanol 656 659 733 1999,38
Cloroférmio 53 53 62 23,98

Os resultados para limite de quantificacdo atenderam o critério sinal ruido maior que
10, isto demonstra que o sinal detectado de cada solvente € superior no minimo 10 vezes
guando comparado ao sinal detectado da linha de base, este resultado € importante e
desejavel na avaliacao do sinal gerado pelos analitos, pois afirma sensibilidade no método,
confirmando que o sinal gerado é suficiente para que o pico seja identificado e ndo seja
confundido com sinal gerado pela linha de base. Como era de se esperar, 0 solvente que
apresentou menor resposta do sinal ruido foi o cloroférmio, pois é o solvente que apresenta
menor concentragdo e possui menor namero de carbonos em sua estrutura dentre os
solventes avaliados, entretanto os resultados obtidos foram satisfatérios, uma vez que o
sinal gerado foi superior a 10.

A maior relacéo sinal/ruido foi conferido ao solvente 2-propanol, o0 segundo maior foi
o solvente THF o qual mesmo com concentracgéo inferior ao 2-propanol e etanol obteve um
6timo sinal, isso ocorre devido a estrutura da molécula possuir nimero de carbono superior
aos outros solventes do método e quando analisados em detectores como o FID a resposta
obtida é fortemente influenciada pela quantidade de carbonos ionizaveis presentes na

estrutura da substancia analisada.
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4.3.4 Precisao

A Tabela 12 representa os dados da precisao repetibilidade no primeiro e segundo dia

de andlise.

Tabela 12 — Resultados da preciséo repetibilidade 1° e 2° dia

Etanol 2-Propanol THF Cloroformio
Solventes DPR DPR 2 DPR 3 DPR 4
(%) (%) (%) (%)
1°dia 2° dia 1°dia 2°dia 1°dia 2° dia 1°dia 2°dia
Preciséo
40% 0,5 0,2 1,6 1,1 2,3 2,1 5,3 2,2
Precisao
120% 0,3 0,4 0,8 2,3 1,7 3,9 0,5 3,9
Precisao
240% 0,2 0,1 0,4 1,1 1,2 2,0 2,8 2.4

Como pode ser observado, o desvio padrao relativo para os analitos entre as réplicas
das amostras apresentam-se dentro das especificacdes de DPR conforme as faixas
determinadas pela AOAC em ambos os dias de analise, comparando com resultados
encontrados no trabalho do autor PapouSek demonstram que a técnica em cromatografia
gasosa para andlise de solventes é robusta a variacdes entre injecdes (PAPOUSEK, 2019
p. 1630-1632). Além disso, foram realizadas as analises de precisao reprodutibilidade, que
mostra concordancia entre os resultados em dias diferentes, essas medidas foram
realizadas respeitando as mesmas concentragées e numero de determinacdes, porém em
dias diferentes, com analistas diferentes. Esta tem como objetivo avaliar o comportamento
dos dados e comprovar a proximidade e reprodutibilidade dos resultados. A Tabela 13

mostra os resultados do DPR reprodutibilidade para os solventes estudados.

Tabela 13 — Resultados do DPR na precisao reprodutibilidade

Etanol 2-Propanol THF Cloroférmio
Solventes DPR DPR DPR DPR
(%) (%) (%) (%)
Precisdo 40% 1 3 4 5
Precisao 120% 1 2 3 2
Precisao 240% 0 1 2 5

BN

Observa-se que o meétodo foi preciso quando aplicado a analise de precisédo
reprodutibilidade ou também nomeada de precisdo intermediaria, sendo possivel

comprovando que quando feitas comparagdes entre os resultados obtidos em dois dias
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distintos das analises para os solventes de interesse e realizadas por analistas diferentes

0s resultados permanecem precisos pois seguem a faixa de variagao descrita na AOAC.

4.3.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada no método analitico pela proximidade dos resultados obtidos
pelo método em relacé@o ao valor verdadeiro. A analise foi realizada pelo método de adi¢éo
de padréo, no qual adiciona-se quantidades conhecidas de analitos ao IFA. Foi verificada
pelas medidas de recuperagdo do solvente em trés réplicas nas concentracdes de 40%,
120% e 240% como mencionado anteriormente.

A Tabela 14 ilustra os valores de recuperacao obtidos para os quatro solventes, nas
diferentes concentracdes estudadas.

Tabela 14 — Resultados das recuperagdes do parametro exatiddo

Solventes Etanol 2-Propanol THF Cloroférmio
(%) (%) (%) (%)
101 103 105 105
Exatidéo 40% 101 104 105 105
101 102 101 101
100 103 105 104
Exatiddo 120% 100 102 105 104
99 99 98 97
101 103 105 102
Exatiddo 240% 100 103 105 100
100 101 101 98

Os resultados obtidos no parametro de exatiddo, apresentaram valores de
recuperacdo bem préximos para ambos solventes, demonstrando que todos os resultados
se encontram com 6tima performance para este parametro, a técnica se mostrou robusta e
a presenca da matriz na avaliacdo de todos os solventes na mesma corrida resultou em
valores com Otima recuperacéo, desta forma a metodologia se mostrou exata nas condi¢des

avaliadas.

4.3.6 Robustez

A robustez foi avaliada no método analitico como a sensibilidade que este representa
frente a pequenas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso
na rotina laboratorial, constatando-se a susceptibilidade do método a variacdes nas

condicdes analiticas. Estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no
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procedimento caso seja necessario. As variacbes na metodologia seguem as normas
estabelecidas conforme Tabela 1 do anexo Il da RDC 166 de 2017 o qual o guia infere que
sejam feitas alterac6es nos parametros do método original, as condi¢fes testadas estédo

descritas a segquir.

4.3.6.1 Sem Alteracdo

Na robustez sdo comparados resultados entre a metodologia original, ou seja,
sem nenhuma alteracdo, com cada alteracdo da metodologia, lembrando que
as alteracdes sédo realizadas um de cada vez, ou seja é alterado por exemplo
a temperatura da rampa inicial e todas as outras configuracdes da metodologia
permanecem originais. As alteracdes que serdo avaliadas na metodologia

estao descritas logo abaixo:

4.3.6.2 Variacdo na temperatura inicial do forno da coluna

o Condicao original do método: 35 °C;
o Condicao testada: 33 °C e 37 °C.

4.3.6.3 Variacdo no fluxo do gas de arraste

o Condicao original do método: 4,0 mL.min%;

. Condicdes testadas: 3,8 mL.mint e 4,2 mL.min™,

4.3.6.4 Troca do lote da coluna cromatografica

o Condigéo original do método: G16 — DB-WAXETR (Polyethylene glycol) 30 m
x 0,53 mm x 2,00 um de filme de revestimento, Fabricante Agilent Lote:
USR141217H.

o Condicgéo testada: G16- DB-WAXETR (Polyethylene glycol) 30 m x 0,53 mm
X 2,00 um de filme de revestimento, lote: USR141213H.

A recuperagdo dos resultados na robustez encontram-se na Tabela 15 as

especificacdes do critério de aceitacdo seguem a AOAC.
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Tabela 15 — Resultados de recuperacéo para robustez

Robustez Etanol 2-Propanol THF Cloroférmio
(%) (%0) (%0) (%0)
Forno Baixo! 97 96 96 106
Forno Alto? 99 97 96 98
Fluxo Baixo® 100 99 98 99
Fluxo Alto* 98 95 92 93
Coluna® 103 99 96 100

¥ Fluxo 3,8 ml.mint. 2"Fluxo 4,2 ml.mint, ¥ Temperatura inicial do Forno 33°C. # Temperatura inicial do Forno 37°C.
5" Troca do lote da coluna cromatografica.

ApoOs analisar os resultados, verificou-se que ndao houve diferenca significativa nos
teores dos solventes tetrahidrofurano, 2-propanol, etanol e cloroférmio para ambas as
alteracbes de robustez propostas para o método, estes resultados demonstram que o
método mesmo exposto a variagdes de temperatura inicial do forno e fluxo, permanece com
exatiddo e o0 mesmo ndo compromete os resultados, este fator fortalece o método e
enaltece a qualidade dos dados avaliados nesta pesquisa.

Com os resultados obtidos, afirma-se que a metodologia € robusta para todos os
requisitos analiticos, podendo ser aplicada para determinacdo dos solventes do farmaco

estudado.

4.4 Conclusao

A analise dos solventes residuais tetrahidrofurano, etanol, 2-propanol e cloroférmio,
na matéria prima Indapamida por cromatografia em fase gasosa com detecc¢éo por FID e
injecdo headspace transferline utilizando como fase estacionaria WAX ETR demonstrou
gue a metodologia alcancou seletividade pois apresentou separacdo entre os solventes,
obteve um o6timo ajuste linear comprovado por teste estatisticos, além de apresentar
precisao e exatiddo na avaliacdo de todos os solventes quantificados juntos e na presenca
da matriz indapamida. Estes resultados mostram que ndo ha necessidade de método
especifico para cada solvente separadamente, resultando em economia de recurso e tempo
dentro da rotina laboratorial. Desta forma, essa validacao permite consolidar este método

como especifico para analise de solvente residuais na matéria prima indapamida.
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ANEXO |

Contribuindo com resultados da seletividade as figuras 1 a 8 demonstram as injecées
realizadas de cada padrao individual, da matriz individual e a injecdo de todos os padrées

com a matriz, todos os vials contem diluente na proporgéo agua purificada e DMA 4:1.
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Figura 1 - Cromatograma obtido para o diluente DMA e agua purificada na propor¢ao (DMA 1:4 H20)
Os parametros cromatograficos foram: vazao de separagao (“split ratio”) 1:10, fluxo do gés de araste
hélio 4,0 mL.min"! de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min, alterando para 220 °C
com taxa de aquecimento de 50°C. Min™! por 5,3 minutos, utilizando coluna cromatografica WAX ETR
comprimento 30 metros, 0,53 mm de didmetro interno x 2,00 um de revestimento do filme e
cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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Figura 2 - Cromatograma obtido para o solvente individual THF na concentracdo de 715,4 ppm. Os
parametros cromatogréaficos foram: vazdo de separagao (“split ratio”) 1:10, fluxo do gas de araste
hélio 4,0 mL.min! de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min, alterando para 220 °C
com taxa de aquecimento de 50°C. Min™* por 5,3 minutos, utilizando coluna cromatografica WAX ETR
comprimento 30 metros, 0,53 mm de didmetro interno x 2,00 um de revestimento do filme e
cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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Figura 4- Cromatograma obtido para o solvente individual etanol ha concentracédo de 4985,8 ppm. Os
parametros cromatograficos foram: vazdo de separagao (“split ratio”) 1:10, fluxo do gas de araste
hélio 4,0 mL.min! de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min, alterando para 220 °C
com taxa de aguecimento de 50°C. Min por 5,3 minutos, utilizando coluna cromatografica WAX ETR
comprimento 30 metros, 0,53 mm de diametro interno x 2,00 um de revestimento do filme e
cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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Figura 4 - Cromatograma obtido para o solvente individual 2 propanol, na concentracdo de 4998,5
ppm. Os parametros cromatograficos foram: vazdo de separagao (“split ratio”) 1:10, fluxo do géas de
araste hélio 4,0 mL.min* de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min, alterando para
220 °C com taxa de aquecimento de 50°C. Min** por 5,3 minutos, utilizando coluna cromatogréafica WAX
ETR comprimento 30 metros, 0,53 mm de didmetro interno x 2,00 pm de revestimento do filme e
cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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Figura 5 - Cromatograma obtido para o solvente individual cloroférmio na concentracéo de 59,9 ppm.
Os pardmetros cromatogréficos foram: vazéo de separagao (“split ratio”) 1:10, fluxo do gas de araste
hélio 4,0 mL.min! de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min, alterando para 220 °C
com taxa de aguecimento de 50°C. Min por 5,3 minutos, utilizando coluna cromatografica WAX ETR
comprimento 30 metros, 0,53 mm de diametro interno x 2,00 um de revestimento do filme e
cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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Figura 6 - Cromatograma obtido para 100mg da matriz indapamida individual. Os pardmetros
cromatograficos foram: vazdo de separagdo (“split ratio”) 1:10, fluxo do gds de araste hélio 4,0
mL.min-1 de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min, alterando para 220 °C com
taxa de aquecimento de 50°C. Min-1 por 5,3 minutos, utilizando coluna cromatografica WAX ETR
comprimento 30 metros, 0,53 mm de didmetro interno x 2,00 um de revestimento do filme e
cromatoégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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Figura 7 - Cromatograma obtido para o conjunto dos solventes etanol, 2 propanol, THF e cloroférmio
nas concentracfes de 4985,8, 4998,5 2, 715,4 e 59,9 ppm, respetivamente sem a presenca da matriz.
Os pardmetros cromatogréficos foram: vazdo de separacgao (“split ratio”) 1:10, fluxo do gas de araste
hélio 4,0 mL.min! de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min, alterando para 220 °C
com taxa de aguecimento de 50°C. Min por 5,3 minutos, utilizando coluna cromatografica WAX ETR
comprimento 30 metros, 0,53 mm de diametro interno x 2,00 um de revestimento do filme e
cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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Figura 8 - Cromatograma obtido para o conjunto dos solventes etanol, 2 propanol, THF e cloroférmio
nas concentracdes de 4985,8, 4998,5, 715,4 e 59,9 ppm, respetivamente na presenca de 100 mg da
matriz indapamida. Os parametros cromatograficos foram: vazao de separagado (“split ratio”) 1:10,
fluxo do gas de araste hélio 4,0 mL.min* de Temperatura do gradiente do forno inicial 35°C por 25 min,
alterando para 220 °C com taxa de aquecimento de 50°C. Min! por 5,3 minutos, utilizando coluna
cromatografica WAX ETR comprimento 30 metros, 0,53 mm de diametro interno x 2,00 um de
revestimento do filme e cromatégrafo gasoso Agilent com transfer line.
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