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OTIMIZACAO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE ETANOL EM
SUCCINATO DE METOPROLOL POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA RAPIDA

Juliano Parizotto Vissotto

Resumo

Os solventes residuais sdo substancias que estdo presentes em diversas etapas do processo de fabricacdo de
medicamentos. O solvente etanol é utilizado no revestimento dos comprimidos de Succinato de Metoprolol, e
sua presenca deve ser determinada a fim de garantir que seus niveis residuais ndo excedam os limites aceitaveis
preconizados por guias de seguranca toxicoldgica. Neste trabalho, um método analitico convencional, por
cromatografia em fase gasosa e amostragem headspace, foi desenvolvido e validado para identificacdo e
quantificacdo do solvente residual etanol em Succinato de Metoprolol 100 mg comprimido revestido. A
seletividade do meétodo apresentou resolucdo superior a 1,5 para o analito de interesse e a linearidade
apresentou coeficiente de correlagdo superior a 0,99 demonstrando correlagdo linear entre a resposta analitica
e aumento da concentracdo. Precisdo e Exatiddo foram obtidas de acordo com o que regem os guias de
aceitacdo e 0 método se apresentou capaz de resistir as pequenas variagoes intrinsecas a analise. Foram testadas
variagOes nas dimensdes da coluna cromatografica, taxa de aquecimento, taxa de divisdo da amostra, vazdo do
gas de arraste de acordo com os conceitos de cromatografia em fase gasosa rapida, visando diminuir o tempo
total de analise. A partir das otimizagdes realizadas, o0 método rapido foi validado e confrontado com o método
convencional em termos de frequéncia analitica de trabalho no equipamento. O método rapido mostrou-se 2,2
vezes mais rapido do que o método convencional, atendendo as exigéncias de validacdo. Consequentemente,
0 método rapido pode ser empregado em ambientes de controle de qualidade em processos de controle de
solvente residual em medicamentos, com maior eficiéncia, menor tempo de andlise, gerando resultados seguros

e confiaveis.

Palavras chave: Otimizacdo; Solvente residual em medicamentos; Cromatografia em fase gasosa rapida.



OPTIMIZATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR THE DETERMINATION OF ETHANOL
IN METOPROLOL SUCCINATE BY FAST GAS CHROMATOGRAPHY

Juliano Parizotto Vissotto

Abstract

Residual solvents are substances that are present in many stages of the drug manufacturing process. Coating
of Metoprolol Succinate tablets uses the solvent ethanol, and its presence must be determined in order to ensure
that residual levels do not exceed the acceptable limits recommended by toxicological safety guides. In this
work, a conventional analytical method by gas chromatography and headspace sampling was developed and
validated for identification and quantification of the residual solvent ethanol in Metoprolol Succinate 100 mg
coated tablet. The selectivity of the method evidenced a resolution greater than 1,5 for the analyte of interest
and the linearity exhibited a coefficient correlation greater than 0,99, demonstrating a linear correlation
between the analytical response and the increased concentration. The method obtained precision and accuracy
in accordance with guides for acceptance criteria, and it was able to resist small variations intrinsic to the
analysis. Variations in chromatographic column dimensions, heating rate, sample division rate, carrier gas flow
were the tests performed, according to the concepts of fast gas chromatography, aiming to reduce the total
analysis time. The quick method was validated, based on the optimizations performed, and compared with the
conventional method in terms of analytical frequency of work on the equipment. The validated method proved
to be 2,2 times quicker than the conventional method, meeting the validation requirements. Therefore, quality
control can use the validated method in processes to control residual solvents in drugs, with greater efficiency,

reducing analysis time, as well as generating safe and reliable results.

Keywords: Optimization; Residual solvent in drugs; Fast gas chromatography.
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1. INTRODUCAO

Durante o processo de producédo de farmacos podem ser utilizadas diversas substancias
quimicas, como € o caso dos solventes organicos. Estes solventes, geralmente volateis, sdo utilizados
em estagios de dissolucdo, cristalizacdo, purificacdo de reagentes, excipientes e insumos ativos.
Também pode ser utilizado em etapas de purificagdo de produtos terminados e na aplicacdo de
revestimentos de comprimidos.* 2

Ao final destes processos, a presenca de solventes ndo deve causar problemas, desde que
seus niveis residuais ndo ultrapassem os limites aceitaveis preconizados por guias com base em dados
de seguranca toxicoldgica. Todavia, alguns destes solventes sdo de dificil remogdo e permanecem
presentes em pequenas fracdes que, se ultrapassados os valores aceitaveis estabelecidos, podem
acarretar danos a satde humana.l®!

Alguns guias internacionais estabelecem os limites maximos permitidos para cada um
dos principais solventes utilizados, sendo este valor estipulado pelo grau de periculosidade que o
solvente pode causar a sade conforme dados toxicolégicos.*! Portanto, é de extrema importancia
que haja o desenvolvimento de metodologias de controle dessas substancias residuais.!>® A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo regulador responsavel pelos assuntos
relacionados a saude no pais, por intermédio de compéndios e resolugdes normativas e suas frequentes
atualizacOes, estabelecem os parametros gerais e especificacBes que definem as boas praticas de
fabricacdo de medicamentos, de modo que se tenha o controle de qualidade dos mesmos para 0 uso
pretendido, de forma benéfica, segura e confiavel.[’]

Baseado em diretrizes internacionais, existem varios métodos oficiais de anélise de
solventes em medicamentos, descritos na literatura, todavia, sempre hd a necessidade de
desenvolvimento de novas metodologias ou 0 aprimoramento das ja existentes. A cromatografia em
fase gasosa é uma técnica amplamente utilizada para detec¢do e determinacdo de solventes residuais
em farmacos, visto que a maioria dos solventes sdo volateis, termicamente estaveis e facilmente
analisados por esta técnica analitica.[>®]

Durante o desenvolvimento de um método cromatografico é essencial otimizar o0s
parametros para a obtencao das melhores condi¢des instrumentais, que atendam a legislacéo vigente,
com a melhor eficiéncia e 0 menor custo para a empresa. Considerando a alta rotina dos laboratorios
de desenvolvimento analitico e controle de qualidade, torna-se importante reduzir as etapas de
preparacdo analitica e o tempo total de anélise. O desafio deste projeto € prover um método confivel

para determinacdo de etanol residual em medicamentos e, a0 mesmo tempo, otimizar o tempo de
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analise aumentando assim a frequéncia analitica trazendo beneficios diretos as empresas

farmacéuticas.
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2. OBJETIVOS

21  OBJETIVO GERAL
Desenvolver e validar método para determinacdo de etanol residual em amostras de
succinato de metoprolol utilizando a técnica de cromatografia em fase gasosa e amostragem

Headspace.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar o método analitico para determinacdo de succinato de metoprolol por
cromatografia gasosa convencional, tendo como ponto de partida outros métodos ja validados no
laboratdrio

Propor varia¢es nos parametros cromatograficos e nas condi¢fes do headspace visando
diminuir o tempo de analise, utilizando principios da cromatografia gasosa rapida.

Testar os parametros seletividade, linearidade, limite de quantificacdo, faixa de trabalho,
precisdo, exatiddo e robustez consoante a legislacdo vigente e validar as metodologias para
determinacéo de etanol residual em amostras de succinato de metoprolol.

Comparar o ganho real em termos da frequéncia analitica de trabalho do equipamento.

12



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MEDICAMENTO

Os medicamentos sdo substancias farmacéuticas cuja finalidade é prevenir, tratar ou curar
doengas, tendo seu uso atrelado as necessidades clinicas do consumidor. O Brasil é um dos principais
consumidores que movimentam o mercado de medicamentos, chegando ao valor préximo de 22,1
bilhdes de dolares anualmente.>>”1 Esse mercado envolve uma estrutura industrial, logistica e
regulatéria para os medicamentos chegarem da maneira mais segura possivel a populacédo, visando
resolver suas necessidades clinicas, sem riscos de agravamento da situacao.

Para um medicamento estar acessivel ao consumidor, 0 mesmo passa por varias etapas
em seu processo de fabricacdo para garantir a qualidade e eficAcia do produto terminado.
Abrangentemente, na fase de desenvolvimento do produto, séo realizadas pesquisas sobre substancias
com propriedades terapéuticas. Em seguida tem-se a etapa de formulacdo, na qual os ingredientes
ativos e excipientes sdo selecionados e testados para determinar a proporcao final. Apds isso, sdo
produzidos lotes iniciais de performance para avaliar a qualidade e estabilidade do produto. Na
fabricacdo em larga escala, baseado nas caracteristicas e forma do medicamento, tem-se a utilizacdo
de processos como mistura, granulacdo, compressdo, revestimento, secagem, rotulagem e
embalagem, seguindo padrdes rigorosos de boas praticas de fabricagdo. Por fim, sdo realizadas
analises de qualidade regulares em rotina laboratorial para expor 0 medicamento a comercializacio.®!

A estrutura de producdo deve seguir as exigéncias de mercado e regulatorias, caso
contrario os medicamentos podem passar por processos de recall ou retirada definitiva do mercado.
Recall é a forma mais efetiva de proteger o publico de um produto defeituoso ou potencialmente
perigoso. Trata-se de uma acdo proativa da industria para a retirada de um lote de um produto do
mercado, visando mitigar ou finalizar determinado problema. Todavia estas acdes podem ser evitadas
por um rigoroso controle de qualidade no processo e no produto acabado.®!

Uma das formas de se controlar a qualidade do medicamento é assegurar, desde a etapa
de desenvolvimento da formulagdo até a etapa de fabricacdo do produto terminado, que 0 mesmo
possui niveis toleraveis ou isencdo de impurezas de acordo com o que rege a legislagdo.* As
impurezas encontradas em medicamentos sdo advindas das etapas de formulagdo, podendo ser
atribuidas a presenca de substancias indesejaveis nas matérias primas ou insumo, produtos de
decomposicdo ou solventes residuais do processo de producdo que permanecem no produto

acabado.>f!
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3.1.1 Succinato de Metoprolol

Nas ultimas décadas, estudos voltados a &rea cardiovascular tém-se aprimorado de forma
ampla, e como resultado, os efeitos e beneficios desses medicamentos tém sido comprovados. De
acordo com suas funcgdes especificas, 0s medicamentos cardiovasculares sdo separados em trés tipos:
0s n&o seletivos, os cardiosseletivos e o vasodilatadores. !

O Metoprolol (CisH2sNO3), cuja formula molecular € observada na Figura 1, é
considerado um medicamento betabloqueador cardiosseletivo sem atividade de dilatacdo dos vasos
sanguineos, que tem como a¢ao inibir os receptores f1 de forma a reduzir o esfor¢co do coracao e
controlar a frequéncia cardiaca.231 O seu uso é indicado no tratamento de doencas cardiovasculares

como insuficiéncia cardiaca, hipertensio, alteraces na frequéncia cardiaca, entre outros. %

|IIO
I

§/I

NH
j/\CHS

HaC. CH,

Figura 1.4: Férmula estrututal molecular do insumo ativo Metoprolol (CisH2sNOs). Fonte: Elaborado por Juliano Vissotto,
2023. ACD/Chemsketch.

Este farmaco pode ser sintetizado a partir dos precursores metoprolol e acido succinico
na presenca de varios solventes, dentre os quais o etanol € uma alternativa, conforme descrito na

patente registrada CN103102281A que descreve o método de sintese do medicamento.4!

3.2 SOLVENTE RESIDUAL

De acordo com a definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, sdo consideradas
impurezas toda substancia presente no insumo farmacéutico ou no produto terminado que nédo seja o
principio ativo e nem o excipiente.[2%!

Solventes residuais sdo definidos como substancias organicas volateis que estao presentes
de maneira direta ou indireta no processo de fabricacdo de ativos, excipientes, ou na preparacao de
medicamentos. Por possuirem toxicidade consideravel e prejudicial a saide humana, é ideal que a
quantidade presente em medicamentos seja minima possivel.®!

O ICH (International Council for Harmonisation), por intermédio do guia Q3C(R8)
Impurities: Guideline for residual solvents, estabelece as quantidades de solventes residuais minimas
aceitaveis em ativos e em produtos terminados. A classificacdo dos solventes residuais se da de
acordo com a periculosidade de cada um, quanto maior o dano ou toxicidade causada a satde humana,
mais rigorosa é a quantidade permitida e mais se real¢a a ndo utilizacdo destes no processo de

fabricacdo do medicamento.
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A classe 1 remete aos solventes de maior periculosidade, que devem ser evitados nos
processos de obtencdo dos insumos farmacéuticos, por possuirem uma elevada toxicidade com
possiveis efeitos carcinogénicos e degradantes ao meio ambiente.[*51%]

A classe 2 determina que o uso dos solventes listados deve ser limitado, sendo aceitavel
a exposicdo de 0,1 mg por dia, por possuirem toxicidade especifica. Entretanto, caso o uso de algum
solvente das classes supracitadas seja inevitavel no processo de producdo, deve-se restringir a sua
especificacdo méaxima conforme as diretrizes regulatorias.[*>1%]

A Classe 3 dos solventes residuais refere-se aos que possuem baixo riscos a satde humana
em niveis conhecidos de exposi¢do, sua toxicidade € minima em curto e longo prazo e ndo possuem
acdo genotoxica. Sua utilizacdo € permitida respeitando a sua exposi¢cdo maxima por dia aceitavel é
de 50 mg (correspondente a 5000 pg.gl), e caso for ultrapassado esse limite deve-se justificar

tecnicamente o seu controle.[*551 A Tabela 1 traz os solventes que sdo pertencentes a classe 3.

Tabela 1.4: Solventes classificados como classe 3 de acordo com o guia de solventes residuais ICH! Q3C, R84

Acido acético Heptano Dimetilsulfoxido Pentano
Acetona Acetato de isobutila Etanol 1-Pentanol
Anisol Acetato de isopropila Acetato de etila 1-Propanol
1-Butanol Acetato de metila Eter etilico 2-Propanol
2-Butanol 3-Metil-1-butanol Formato de etila Acetato de propila
Acetato de butila Metiletilcetona Acido formico Trietilamina
Eter metil

- 2-Metil-1-propanol 2-Metiltetrahidrofurano
terc-butilico

Existe ainda um quarto grupo de solventes residuais que ndo possuem estudos e nem
informacdes o suficiente para afirmar o seu risco toxicolégico em medicamentos.!!

O Etanol, solvente de interesse deste trabalho, é considerado um solvente pertencente a
classe trés conforme exposto na Tabela 1. Possui ponto de ebuligdo de 79 °C e pressédo de vapor de
44,6 mmHg a 20 °C, propriedades quimicas ideais de um solvente residual apto a ser determinado
pela técnica de cromatografia em fase gasosa.!

Portanto, é de suma importancia que haja o constante controle de qualidade dos produtos
terminados, avaliando a presenca e quantificando esses solventes residuais, pois ao ingerir mesmos,
0S usuarios se encontram sujeitos e expostos a toxicidade e efeitos adversos que essas substancias

podem ocasionar.[*°]

3.3 CROMATOGRAFIA GASOSA
Na técnica de cromatografia em fase gasosa (CG), componentes presentes em uma

mistura submetida a altas temperaturas tendem a volatilizar, desse modo, parte desta amostra gasosa
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é carreada com o auxilio de um gés de arraste para uma coluna capilar, onde ocorre a separagao por
meio da variacdo de temperaturas, interacdo e eluicdo dos componentes, e que por fim, as respostas
analiticas geradas sdo detectadas e adquiridas por intermédio de um software para analise.[®7]

O conceito basico instrumental de um cromatdégrafo gasoso e seu funcionamento, podem

ser observados na Figura 2.

S . l
! Regulador de | E
| vazio (EPC)

Cilindros dos
gases (Hélio, Ar

Sintético, N2 e H,) : !
Figura 2.4: Representacdo esquematica do funcionamento de um cromatografo gasoso. Fonte: Adaptado de Chromacademy, 2023.

Disponivel em: https:/Mmww.chromacademy.com/channels/gc-training-courses/instrumentation/preventative-gc-maintenance/.
Acesso em: 20 de fevereiro de 2023, as 16:41

—

Forno da Coluna

Para que esta técnica se torne aplicavel, € necessario que substancia a ser submetida
possua propriedades quimicas especificas como, ser volatil (elevada pressdo de vapor), possuir ponto
de ebulicio baixo e possuir estabilidade térmica quando suscetiveis a altas temperaturas.[617]

Esta técnica € uma opc¢ao viavel nas mais diversas areas de aplicacdo, assim como para
industrias quimicas e farmacéuticas na identificacdo e quantificacdo de impurezas presentes em
matérias-primas e em produtos terminados. Possui vantagens por possuir um alto poder de separacao
de misturas complexas, alta sensibilidade, necessitar pequenas quantidades de amostras e ser

considerada uma técnica limpa.l*el

3.3.1 Cromatografia em fase gasosa com amostragem por headspace

A amostragem headspace na cromatografia em fase gasosa, € uma técnica de extracéo
gasosa, que consiste na extracdo da parte gasosa que se encontra em equilibrio com uma amostra na
fase liquida ou solida acondicionadas em um recipiente de vedado (vial).[*®]

Este recipiente contendo a amostra inicial, ¢ colocado sob condigdes controladas de
tempo, temperatura e agitacdo em um forno rotativo integrado ao cromatégrafo gasoso. Os
componentes volateis na amostra presentes tendem a vaporizar e entrar no estado gasoso, de forma

que em algum momento haja o equilibrio entre as fases e a concentracao deste composto de interesse
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na fase gasosa seja constante. Esta parte que se vaporiza da amostra e tende a ficar na parte superior
do vial é chamada de headspace, a qual ¢ extraida e introduzida ao cromatografo para analise.[*8]
Este tipo de analise em que a amostra é aquecida por um tempo até que o equilibrio entre
as fases seja alcancado e em seguida uma aliquota é removida e analisada, é chamada de headspace
estatico. Entretanto, nem sempre é possivel alcancar o equilibro entre as partes, liquido-solido e gas,
sendo dificultada uma Unica extracdo. Para estes casos € utilizada a técnica de headspace dinamica
como alternativa, na qual se tem a aplicacdo de um fluxo de gas inerte continuo pela amostra
facilitando a remocéo dos compostos volateis. Neste trabalhno o0 modo de amostragem utilizado sera

o de headspace estatico.l*]

3.3.2 Coluna, separacao e retencédo na cromatografia em fase gasosa

A coluna é uma das partes mais importantes na cromatografia, uma vez que é nela que
ocorrem a interacao e separa¢ao dos componentes de uma amostra. As colunas capilares s&o uma das
opcOes mais comuns e de maior utilizagdo. Compostas por um tubo fino de silica fundida e de grandes
comprimentos, diametros internos de alguns milimetros e revestido por uma camada fina de filme
guimicamente estavel composta por diferentes fases estacionarias. As colunas capilares apresentam
alta eficiéncia na separacdo e resolucdo de amostras complexas, além de exigirem pequenas
quantidades de amostra, tornando-se assim ideais para andlise de componentes volateis ou
semivolateis.[*°!

Durante a separagdo, 0s compostos sdo transportados com o auxilio da fase mével para
dentro da coluna e, de acordo com o tamanho, polaridade e afinidade quimica, ficam retidos por mais
ou menos tempo pela fase estacionaria, seja por adsorcao ou por particdo. Essa diferenca de tempo
gue um composto leva para passar pela coluna e ser detectado pelo detector é dada como retencéo,
parametro que permite a identificacdo e quantificacdo dos compostos. Portanto, a selecdo adequada
da coluna é fundamental para se obter uma separacdo precisa e confiavel dos compostos de

interesse.[*9]

3.3.3 Detectores empregados na cromatografia em fase gasosa

Os detectores sdo componentes essenciais em CG, responsaveis por transformar o sinal
de saida da coluna em uma leitura quantitativa do composto em andlise. Existem varios tipos de
detectores disponiveis, com limitagdes e caracteristicas diferentes para as mais diversas
aplicacdes. [t

De acordo com Lancas (2017), os tipos mais comuns utilizados na cromatografia em fase
gasosa sdo: o detector de ionizagdo por chama, detector de espectrometria de massas, detector de
captura de elétrons e o detector de condutividade térmica.
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O detector de ionizagdo por chama, chamado de detector FID (Flame lonization
Detector), ¢ um dos mais utilizados em CG. Seu funcionamento consiste na combustdo de compostos
organicos em uma chama estequiométrica de ar-hidrogénio gerando ions que produzem um sinal de
condutividade elétrica proporcional a quantidade do composto presente. Este detector € conhecido
principalmente por ser universal e extremamente sensivel.[l

O detector de espectrometria de massas é um tipo de detector universal, porém altamente
seletivo e sensivel, capaz de identificar os componentes de uma mistura complexa de maneira
individual, fornecendo informacdes detalhadas sobre a estrutura quimica de cada composto e seus
respectivos fragmentos. A espectrometria de massas consiste na ionizagdo de um composto organico
por uma fonte de fons, seguida pela separacao dos jons e fragmentos pela relagio massa/carga.[*%]

O detector de captura de elétrons € um detector seletivo para compostos organicos
halogenados e alguns compostos inorganicos com afinidade por elétrons. Quando o composto passa
pelo detector, captura elétrons livres, produzindo um sinal elétrico no detector. Quanto mais
halogénios tiver o composto, maior a capacidade de capturar elétrons e, consequentemente o sinal é
maior no detector.*]

Com funcionalidade diferente, o detector de condutividade térmica € um detector
universal, pouco seletivo, que detecta todos 0s componentes que passam pelo compartimento,
independente da estrutura quimica. Neste sistema é medida de forma simultanea, em caminhos
diferentes no compartimento interno do detector, a condutividade térmica do gas de arraste,
estabelecida como referéncia, e a condutividade térmica do gas de arraste mais 0s componentes da
amostra, sendo uma comparada a outra para geracao do sinal.[*%]

A escolha do detector ideal depende do tipo da amostra a ser analisada, bem como o0s
objetivos da analise. Dentre os fatores que determinam a escolha de um detector estdo a avaliacdo da
sensibilidade, a seletividade do detector, quais sdo as informacdes de interesse a serem obtidas e

custo.*!

3.3.4 Reducéo no tempo de analise na cromatografia em gasosa rapida

Na cromatografia em fase gasosa alguns fatores sdo cruciais para se obter uma separacao
eficiente, sendo eles tempo de retencdo, especificacdes da coluna, temperatura do forno da coluna,
vazdo do gas de arraste, técnicas de injecdo, entre outros. No entanto, toda atencéo deve ser dada a
resolucdo de modo que o valor minimo alcangado ndo comprometa a identificagdo dos componentes
de interesse. 2%

O uso de colunas de mesma fase, porém de comprimentos e diametros diferentes, nos
permite transcrever métodos considerados convencionais para métodos de cromatografia em fase

gasosa rapida. Essa € uma abordagem bastante utilizada para reduzir o tempo de corrida, pois ao se
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modificar o comprimento de uma coluna de maior tamanho para uma de menor, tem-se um menor
percurso a ser realizado pelo analito e consequentemente um menor tempo até a sua elui¢do. Outra
alternativa relacionada a colunas, é a diminuicdo do didmetro interno da coluna que causa o
estreitamento dos picos aumentando a eficiéncia da separagéo.[224

Uma segunda estratégia é bastante utilizada como estreitamento dos picos, sendo 0 modo
de injecéo split/splitless, operado em modos split. Este modo permite altas taxas de separagédo da
amostra, e como resultado a diminuicdo da area do analito, o afinamento do pico e uma melhor
resolucdo entre os pares de interesse.[?!l

A determinacdo das temperaturas do forno da coluna também é relevante na qualidade da
separacgdo e velocidade de andlise. Logo, a utilizacdo das taxas de aquecimento de maneira precisa,
como o tempo de resfriamento e estabilizacdo da temperatura devem ser consideradas para a obtencao
de uma melhor resoluc&o.?"!

Todos esses fatores trabalhados em conjunto favorecem a reducdo do tempo total de
analise e promovem a reducdo de custos do processo analitico e um aumento no nimero de anélises

na rotina.[2%

3.4  VALIDACAO ANALITICA

O artigo 253 da Resolucéo Diretiva Colegiada (RDC), n.° 658, dispde que todo 0 método
analitico desenvolvido deve ser submetido a etapa de validacdo seguindo a legislacdo vigente para
ser considerado apto & aplicacdo em rotina laboratorial I’}

A validacdo analitica é a forma evidente, documentada e rastredvel, por meio de
experimentos, de se afirmar que um método esta apto para a finalidade a qual ele foi intencionado.
Segundo a Resolucdo Diretiva Colegiada (RDC), n.° 166, sobre a validacdo de métodos analiticos,
em seu art. 2°, regula que as diretrizes de validacdo analitica estabelecidas sdo aplicaveis a qualquer
tipo de insumo farmac@utico, inclusive os medicamentos.1%2223

E necessario que a abordagem e utilizagdo dos parametros analiticos estejam atrelados ao
tipo de teste aplicado, bem como a avaliagdo e aceitabilidade dos resultados e a técnica analitica
utilizada, sejam definidas levando-se em consideragdo as propriedades e caracteristicas da substancia
a ser controlada. No caso do controle de impurezas, para um método ser considerado quantitativo, 0s
testes a serem aplicados sdo a exatid&o, precisdo (repetibilidade e intermediaria), seletividade, limite
de quantificagdo, linearidade e faixa de trabalho (faixa de trabalho).[*"
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3.4.1 Seletividade

A seletividade de um método é medida mediante sua capacidade em identificar de
maneira inequivoca a substancia de interesse, distinguindo a mesma dos demais componentes e
impurezas presentes em uma mistura, provenientes de diluentes e componentes da matriz.[®24]

A separagdo cromatogréafica esta diretamente relacionada a resolucdo, e para que esse
critério seja eficiente, é ideal que a diferenca de eluicdo entre os picos do componente de interesse e
0 pico mais proximo, tanto visualmente, quanto analiticamente, possua um valor igual ou superior a

1,5. Desta maneira os picos submetidos a avaliacdo no estardo sobrepostos ou coeluidos entre si.[?°]

3.4.2 Linearidade e limite de quantificacéao

A linearidade do método € demonstrada quando as respostas analiticas apresentam
variacGes diretamente proporcionais a variacdo da concentracdo do analito na amostra, em um
intervalo estabelecido.!024]

Para se obter um conjunto de dados representativos e passiveis de avaliacdo, o niUmero de
niveis deve ser no minimo cinco, do limite inferior ao superior, bem como o ndmero de curvas no
minimo trés, de modo independente, para ser avaliada a relacéo linear do método.[*0:24]

A avaliacdo do parametro deve ser realizada com os dados de concentragdo e resposta
analiticas reais e independentes. Como critérios de aceitacdo da linearidade sdo avaliados 0s seguintes
pontos:

¢ Representacdo grafica da resposta analitica em funcéo da concentracéo;

¢ Representacdo grafica dos residuos;

e Avaliar visual e estatisticamente o grafico da linearidade e dos residuos.

o Coeficiente linear (intercepto com o eixo y);

¢ Significancia do coeficiente angular (inclinacdo da reta);

e Coeficiente de correlacdo (R) e Coeficiente de Determinacédo (R2);

e Analise da homocedasticidade;

e Andlise de variancia (ANOVA);

e Anélise de outliers dos residuos padronizados;

e Andlise estatistica com o nivel de significancia de 5%.[10:2426]

O Limite de quantificacdo € expresso pela menor quantidade do analito presente na
amostra a qual o método € capaz de quantificar com precisdo e exatiddo adequados. Esse limite é
atingindo quando o sinal detectado no menor nivel de concentracéo € no minimo dez vezes maior do

que o sinal da linha de base, ou seja, a especificacdo para avaliacdo do sinal/ruido é de no minimo
10.[10.24]
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3.4.3 Faixa de trabalho

A abrangéncia da faixa de trabalho do meétodo analitico é determinada pelas
concentragdes dos niveis de limite inferior (limite de quantificacdo) ao nivel superior, demonstrando
que o método apresenta linearidade, precisdo e exatiddo adequados.['%?4]

Para impurezas, a legislacdo rege que a faixa abranja do limite de quantificaco até cento
e vinte por cento da concentracéo de especificagdo.1%24

3.4.4 Precisao

A precisdo é estipulada pela concordéncia entre os resultados de ensaios com amostras
preparadas de maneira independentes conforme método analitico. Essa concordancia é avaliada e
expressada pela repetibilidade e precisdo intermediaria.[*>24]

A precisdo dos resultados por repetibilidade é avaliada sob as mesmas condigdes
operacionais, mesmo analista e em uma Unica sequéncia analitica, contemplando a avaliacéo de nove
determinacbes que abrangem o intervalo linear do método analitico. A precisdo intermediaria €
avaliada mediante a avaliacdo de uma mesma amostra, sob as mesmas condi¢des de laboratdrio,
entretanto em dias diferentes e realizadas por analistas diferentes.[1%24

Uma das maneiras de se estimar a precisao é através do desvio padrao relativo de uma

série de medigdes.[*0-24]

3.4.5 Exatidéo

E a avaliacdo do grau de concordancia entre os resultados individuais em relacdo a um
valor aceito como verdadeiro. Um dos modos de mensurar a exatidao é por meio da adi¢do de amostra,
no qual quantidades conhecidas do componente alvo sdo acrescidas a amostra, em determinados
niveis que, posteriormente, sdo avaliados em célculos de recuperacdo.[*%?3241 E recomendavel que o
ensaio seja conduzido de forma independente, envolvendo trés niveis de concentracdo realizados em

triplicata cada um, no intervalo da curva analitica.[*%2324]

3.4.6 Robustez

A robustez do método analitico mede a qualidade do mesmo em resistir as pequenas e
deliberadas variacdes que possam ocorrer durante a sua aplicacio em rotina laboratorial.[1%24

Apesar de ser relatado como um pardmetro especificamente do desenvolvimento, o
mesmo é enquadrado na validagdo para haver seguranca e confiabilidade dos resultados frente aos
problemas em ensaios interlaboratoriais.%

Segundo o estabelecido na legislacéo, de acordo com cada técnica analitica, devem ser

aplicadas variagdes pertinentes para comprovar a robustez do método. Para a cromatografia em fase
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gasosa € necessario variar a temperatura na rampa inicial do forno, a vazdo do gas de arraste e, o lote
ou fabricante da coluna cromatografica. Também é essencial serem avaliadas as condi¢des do preparo
de amostras e caso haja a auséncia de algum dos itens estabelecidos deve-se justificar

tecnicamente. 1024

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS E REAGENTES

Foram utilizadas as Substancias Quimicas Caracterizadas (SQC) Etanol de pureza 99,79%
e fabricante Honeywell, Metanol de pureza 99,89% e fabricante Merck, e 2-Propanol de pureza 99,98%
e Tolueno de pureza 99,91% ambos do fabricante Sigma-Aldrich. Foram utilizadas como amostras o
medicamento Succinato de Metoprolol, adquirida comercialmente na forma farmacéutica de

comprimidos revestidos, na concentracdo de 100 mg de insumo ativo.

4.2  PREPARO DAS SOLUCOES

Baseado nos valores aceitaveis de dose maxima recomendada de 200 mg/dia de Succinato
de Metoprolol 25/50/100 mg, massa média do comprimido de 380,20 mg e também no valor de
exposicdo diaria permitida para o solvente residual etanol de 50 mg/dia, foi possivel estimar,
conforme célculo descrito no apéndice 1, utilizando-se a equacdo da opcao 2 do guia ICH Guideline
Q3C (R8) on Impurities: Guideline for residual solvents, a quantidade maxima de etanol que um
individuo poderia ingerir com seguranca. O resultado estipulado foi de aproximadamente 62000 pg.g-
! de etanol por grama de amostra.

Como critério mais rigoroso de qualidade, foi limitada a exposicdo aos usuarios do
medicamento, adotando-se a especificacdo no valor de 15000 pg de etanol por grama de amostra.
Com base na especificacao estabelecida, foram determinadas as concentragdes das solucdes estoque
teste Succinato de Metoprolol e solugéo padréo etanol.

Todas as solugdes foram preparadas e diluidas em &gua ultra purificada, tipo 1, consoante
aos resultados obtidos por meio do teste de solubilidade. No preparo da Solugdo Branco foram
transferidos 4,0 mL de agua purificada para vial de headspace de 20 mL e vedado o vial com crimp
de aluminio e septo de silicone.

Para a adequabilidade do sistema, foram preparadas solucdes system suitability
transferindo 3,5 mL de &gua purificada e 0,5 mL da solugéo padréo etanol para o vial de headspace
de 20 mL.
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Para o preparo da Solucdo Estoque Teste Succinato de Metoprolol 100 mg Comprimido
Revestido, foram pesados 4 comprimidos inteiros de Succinato de Metoprolol 100 mg, massa média
de 380,20 mg, e em seguida transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL. Na sequéncia, foi
adicionado aproximadamente 20 mL de agua purificada e levado ao agitador vortex por 5 minutos.
Apos, foi completado o volume do baldo volumétrico com &gua purificada e homogeneizado por
inversio resultando na concentracdo de 60,832 mg.mL™. Como ultima etapa, foi transferido todo o
volume do baldo volumétrico para tubo de centrifuga de 50 mL e levado a centrifuga a 3500 rpm por
5 minutos. Para os preparos realizados foi utilizado o sobrenadante apds a etapa de centrifugacao
transferindo 1,0 mL para o vial de headspace de 20 mL.

A Solucdo Padrdo Etanol foi preparada e diluida até alcancar a concentracao final de
1821,01 pg.mL™2. Para a contaminagdo do nivel 100%, na especificacdo de 15000 pg.g?, utilizou-se
o volume de 0,5 mL do padréo etanol e ajustou-se o volume do padrdo conforme a concentracdo jg.g-
! de cada nivel. Os niveis preparados foram 30%, 80%, 120%, 160%, 200% e 240%, todos
enriquecidos com 1,0 mL da Solucdo Estoque Teste Succinato de Metoprolol 100 mg Comprimido
Revestido e completados para o volume final de 4,0 mL com agua purificada em vial de headspace
de 20 mL.

A partir das solucBes estoques supracitados, prepararam-se 0s niveis e 0 nimero de
replicatas segundo a necessidade de cada parametro da validacao.

43 EQUIPAMENTOS

Para o preparo das solucdes foram utilizados um sistema de purificagdo de agua ultra pura
de marca Milli-Q®, uma balanca analitica de marca Mettler Toledo, modelo XP205, com incerteza de
medicdo de +0,01 mg, um agitador vortex IKA®, modelo VORTEX 3, uma centrifuga de laboratorio
Eppendorf, modelo 5804 e um pipetador eletrénico de marca Eppendorf, modelo Multipette® E3x,
com desvio de medicdo aleatorio de £ 1,5, £ 2, £ 3,75 e £ 7,5 pL para as ponteiras combitips de 0,5,
1,0, 2,5 e 5,0 mL respectivamente.

As andlises foram executadas em um cromatégrafo gasoso de marca Agilent
Technologies, modelo 7890B e amostrador headspace transfer line modelo 7697A, com deteccdo por

ionizacdo de chama (FID).

4.4  SISTEMA CROMATOGRAFICO
As condic¢des cromatogréficas iniciais como fase estaciondria, temperaturas de injetor e
detector e temperaturas de incubagdo, foram determinadas com base em métodos referéncia

previamente testados para solventes residuais semelhantes ao etanol (protocolos internos validados
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para outros solventes), e posteriormente realizadas adaptagfes e otimizagOes segundo as
caracteristicas do solvente em questdo para o atendimento dos critérios do método analitico.

Para 0 método convencional foi utilizada uma coluna convencional de 30 metros x 320 mm
de diametro interno x 5,0 um de filme de fase estacionaria do tipo G2 (100% Dimethylpolysiloxane),
modo de injecdo split com raz&o de separacédo de 1:20. A temperatura do injetor foi de 180 °C, detector
a 220 °C e o aquecedor auxiliar a 120 °C. O volume de injecdo utilizado foi de 1000 pL e como gés de
arraste foi empregado o hélio na vazio de 2,0 mL.min™.

A programacéo inicial de temperatura do forno da coluna foi de 30 °C, mantida por 9
minutos, seguida de taxa de aquecimento de 40 °C.min até 230 °C, com permanéncia de 2 minutos.

Além das condigBes supracitadas, na Tabela 2 estdo dispostas as condi¢bes para o

amostrador headspace transfer line, modelo 7697A.

Tabela 2.5: Condi¢des do médulo headspace tranfer line 7697A

Parametros
Forno Headspace, °C 80
Loop de amostragem, °C 100
Linha de transferéncia, °C 120
Tempo de Equilibrio do vial, min 10
Duracédo da injecdo, min 0,5
Ciclo do CG, min 28
Volume do vial, mL 20
Agitacéo do vial 6
Modo de preenchimento Personalizado
Modo de preenchimento do vial Presséo
Pressdo de enchimento, psi 20
Modo do enchimento do Loop 0,1
Modo de extracao Padrao
Ventilagdo e Purga I_—|abj|itado . Pres,séo de <
ventilacdo do vial apos extracdo
Purga pos injecao Personalizado

45  AVALIACAO DO SISTEMA

A verificagdo system suitability é utilizada para avaliar o desempenho do sistema de
analise e garantir a obtencdo de resultados precisos, confiaveis e repetiveis para uma determinada
aplicacdo analitica. A técnica auxilia a identificar e corrigir possiveis problemas no sistema antes da
andlise principal, evitando assim a producio de resultados imprecisos ou errados.?

A adequabilidade do sistema foi verificada mediante a injecdo de seis réplicas da solucéo

System Suitability antes de cada parametro analisado. Os resultados foram mensurados por meio do
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calculo do desvio padréo relativo entre as seis injecOes, obtendo-se o resultado pela divisdo dos
desvios padrdo pela média das areas, multiplicado por 100. Como critério de aceitabilidade, foi
adotada a partir das diretrizes de desempenho de método, levando-se em consideracéo o desvio padrao
do equipamento utilizado, os fatores intrinsecos a anlise e a especificacdo estipulada, o valor inferior

ou igual a 3,7% para desvio padrao relativo.?’]

4.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO

No desenvolvimento do método analitico, além das condi¢cdes cromatograficas pre-
estabelecidas, compararam-se diferentes tempos de incubacéo, 10, 15 e 20 minutos, o que contribuiu
para a reducdo no tempo de analise.

Os critérios criticos avaliados foram a seletividade e a resolucdo, garantindo assim que o
método consegue identificar e quantificar o solvente residual etanol na presenca de impurezas que
passam ser provindas do diluente ou da matriz. Além dos parametros ja citados, foram avaliados
linearidade, limite de quantificagéo, preciséo, exatiddo e robustez seguindo as diretrizes estipuladas
no guia de validacdo analitica Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC n.° 166.

4.7 ENSAIOS PARA REDUCAO DO TEMPO DE ANALISE

Para a otimizacdo do método analitico foram sugeridas reducdes nas dimensdes da coluna
utilizada. Utilizou-se uma coluna 15 metros x 0,32 mm de diametro interno x 3,0 um de filme de
revestimento, do tipo G2 (100% Dimethylpolysiloxane), e avaliou-se os ganhos alcancados para o
tempo de retencdo do analito.

Além da alteracdo da coluna cromatografica, para a reducdo do tempo de analise,
analisaram-se mudancas nas configuracfes da taxa de aquecimento do forno, vazdo do gés de arraste
e taxas de divisdo de amostra (split). Por fim, determinaram-se as condic¢des 6timas para aplica¢do do

método rapido de cromatografia em fase gasosa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

51  VALIDACAO METODO CONVENCIONAL

O método convencional para determinacdo de etanol residual em Succinato de Metoprolol
100 mg foi validado mediante a avaliacdo dos pardmetros de seletividade, linearidade, preciséo,
exatiddo, limite de quantificacdo, faixa de trabalho e robustez.*%2¢]

A importancia da avaliacdo do sistema foi ressaltada por Ribani et al. (2004) em seus
estudos sobre a validacdo de método cromatograficos, para os resultados obtidos serem considerados
de qualidade aceitavel, desde a etapa de desenvolvimento até a etapa de validacéo. Os autores abordam
0 uso de critérios analiticos para avaliacdo da conformidade do sistema como, por exemplo, a resolucéo,

fator de cauda, fator de retencdo e nimero de pratos tedricos.

5.1.1 Seletividade

No teste de seletividade, além do solvente residual de interesse, foram avaliados 0s
solventes, metanol, 2-propanol e tolueno, que podem estar presentes como residuos provindos de
etapas iniciais, intermediarias e finais do processo de obtencdo do medicamento.

Primeiramente, foi avaliado o perfil do diluente, através da Solucdo Branco (Figura 3)
gue contém somente agua purificada. Em seguida, foram analisados individualmente os solventes
residuais para identificacdo inequivoca dos tempos de retencdo, na concentracdo de 100% da
especificacdo. O metanol foi analisado na concentracéo de 3000 pg.g2, o 2-propanol 5000 pg.g?, o
tolueno 890 pg.ge o etanol 15000 pg.g2.

Por fim foi avaliada a solucdo seletividade teste, contendo a mistura de todos os solventes
na concentracdo de 100% e a solucdo estoque de Succinato de Metoprolol (Figura 4). O critério de
resolucdo entre o analito de interesse e seus adjacentes, foi o ponto critico analisado para considerar
a obtencdo de uma separagdo cromatografica eficiente e seletiva. Valores maiores ou iguais a 1,5
foram considerados satisfatorios para resolucéo.

A resolugdo cromatografica mede o grau de separacéo entre dois picos adjacentes, que
envolve os tempos de retencdo (t1 e t2) e as larguras dos picos (wl e w2). O valor determinado de
1,5 deve-se ao fato de que, quando se obtém resolugéo igual ou superior a esse valor, 0 erro minimo
e erro maximo em porcentagem relacionado a sobreposi¢do de picos sdo proXimos a zero e tem-se

uma recuperacio do analito igual ou maior a 97,8%.[2°!
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Figura 3.6: Cromatograma do diluente 4gua ultra purificada na Solugéo Branco
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Dado o cromatograma disposto da Figura 3, verificou-se que o diluente ndo apresenta
sinal no detector empregado. O detector do tipo FID (ionizac¢do por chama) tem como principio de
funcionamento uma reacdo de combustdo para ionizar 0s compostos gasosos que saem da coluna,
seguido pela medida da condutividade elétrica produzida pelos ions resultantes. Conforme esperado,
a 4gua ultra purificada néo é suscetivel & combustdo e, desta forma n&o ha sinal para ser medido.[*®!

No cromatograma apresentado na Figura 4, foi possivel verificar que o pico do Etanol foi
identificado em 6 minutos de corrida analitica, e ndo ha interferentes que prejudiquem a sua
identificacdo na presenca do diluente e da solucdo estoque teste Succinato de Metoprolol. Para todos
0s componentes presentes na Solucdo Seletividade Teste, os tempos de retencdo e resolucdo estao
dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3.6: Identificacdo, tempo de retengdo e resolucdo para os solventes residuais testados como potenciais interferentes ao
analito Etanol

Solvente Residual Tempo de Retengao (min) Resolucio (> 1,5)
Metanol 3,68 -
Etanol 6,03 14,9
2-Propanol 8,49 10,2
Tolueno 13,63 30,1

Pode-se confirmar que 0 método é seletivo para o solvente residual etanol, uma vez que,
perante as substancias analisadas, ndo houve interferéncias na sua identificacdo, ndo houve coeluicdes

com possiveis impurezas e a resolucdo em relagdo ao metanol, pico mais proximo, foi maior do que 1,5.

5.1.2 Linearidade, faixa de trabalho e limite de quantificacdo (LQ)

Baseado em testes executados na fase de desenvolvimento, o valor minimo quantificavel
com resultados de precisdo e recuperacdo satisfatorios, foi definido em 4500 pg.g?, o que
corresponde ao nivel 30% de avaliacéo.

A linearidade avalia a resposta analitica obtida de acordo com a varia¢do da concentragédo
estipulada para o método. As diretrizes estabelecidas pelo guia de validacdo dispem que, para
avaliacdo do parametro deve-se conter no minimo 3 curvas com no minimo 5 niveis cada.

A Linearidade da validacédo foi expressa por 4 curvas e 7 niveis cada (30, 80, 100, 120,
160, 200 e 240%), sendo o nivel 100% proporcional a concentracdo alvo limite de analito por grama
de amostra, ou seja, 15000 pg.g™. Deste modo, com base na especificacdo determinada mediante os
calculos de exposicdo diaria permitida, conforme guia de solventes residuais ICH Guideline Q3C
(R8), a faixa de trabalho em concentracio adotada foi de 4500 pg.g (limite de quantificagio) a 36000
Mg.g™.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel tracar uma curva analitica e obter o valor do

coeficiente de correlacdo para o solvente residual etanol. A Figura 5 mostra a curva analitica obtida.
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Figura 5.6: Curva analitica para determinacéo do solvente residual etanol em comprimidos de succinato de metoprolol 100
mg — método convencional. Equacéo da reta y=0,0193x - 1,4017.

A partir da curva analitica retratada na Figura 5, observa-se a existéncia da correlacéo
linear, indicando que, a medida que a concentracdo (eixo xX) aumenta, a resposta em area do solvente
residual etanol (eixo y) também aumenta. O coeficiente de correlacdo (r) obtido foi de 0,9997,
confirmando uma correlagdo positiva entre as duas varidveis. Este valor foi satisfatorio uma vez que
atingiu o requisito de > 0,99 preconizado no guia de validagdo analitica vigente, RDC n.° 166.1*"]

Sattineni et al. (2021) desenvolveram e validaram um método para a determinacdo dos
solventes residuais n-hexano, 2-propanol, tolueno e dimetilformamida no farmaco Racecadotrila. Em
seu método, avaliaram a linearidade por intermédio de trés curvas e cinco niveis, do limite de
quantificacdo até o 200%. Os valores dos coeficientes de correlacdo obtidos para os solventes n-
hexano, 2-propanol, tolueno e dimetilformamida foram de 0,997, 0,999, 0,999 e 0,999
respectivamente, resultados considerados satisfatorios pelos autores, uma vez que considerados
valores acima de 0,99.[%81

Igualmente, em seu trabalho Sojitra et al. (2019) demonstraram a linearidade de seu
método analitico para determinacdo dos solventes residuais metanol, acetona, diclorometano, n-
hexano, acetato de etila e piridina em Imatinibe, abrangendo sete niveis, no intervalo de 20 — 150%.
Segundo os autores, os valores dos coeficientes de correlacdo obtidos foram superiores a 0,999,
demonstrando a correlagdo positiva entre a concentracio do solvente residual e a area obtida.?®!

Com o auxilio da ferramenta de avaliagdo Action Stat®, aplicou-se testes estatisticos
como parte da avaliagdo dos resultados obtidos. O resumo das analises pode ser observado na
Tabela 4.
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Tabela 4.6: Resumo da concluséo do estudo estatistico de linearidade do solvente residual etanol por meio do Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios — método convencional

Teste Concluséao

Teste F da ANOVA Néo foi rejeitada a significancia do modelo linear

Teste do Intercepto Intercepto igual a zero

Coeficiente de Correlacéo de Pearson R =0,9997 foi maior que o proposto (0,99)
Teste de Normalidade dos Residuos Néao foi rejeitada a hipotese de normalidade dos residuos
Teste de Homocedasticidade Néo foi rejeitada a homocedasticidade da variancia

Valores extremos na resposta Néo foi detectado pontos extremos

Teste de independéncia das observacoes Né&o foi detectado dependéncia das observagdes

Atraveés dos testes estatisticos, foi verificado que ao nivel de confianca de 95% né&o foi
rejeitada a hipGtese da significancia do modelo linear.[2!

Por intermédio da avaliacdo do teste ANOVA, o intercepto apresentou p-valor (0,4698)
sendo maior que 0,05, portanto nao foi rejeitada a hipotese de que o intercepto foi igual a zero e ndo
houve o deslocamento da curva ao nivel de significancia de 5%.[261

O modelo também foi submetido ao teste de Breusch-Pagan, no qual as variacfes dos erros
apresentaram-se constantes e aleatdrias, portanto, obteve-se uma distribuicdo homocedastica, conforme

pode ser observado na Figura 6.

10 10000 20000 30000 40000

Residuos Padronizados

Concentracao pg.g?

Figura 6.6: A distribuicao e valores dos residuos padronizados para o solvente residual etanol utilizado na construgdo da
curva analitica — método convencional

A avaliagéo dos residuos mostrou que a variancia dos erros se apresentou constante, ou
seja, ndo foi detectado valores extremos entre as respostas ou tendencias a desvios. Para os valores
dos residuos provenientes da analise de variancia (ANOVA), é desejavel que sejam menores que trés
vezes o valor do erro padréo (intervalo de confianga de + 3o, critério estipulado pelo programa). O
erro padrdo obtido foi de 4,55, que multiplicado por trés chegou-se ao valor de 13,65. O maior valor

de residuo padronizado em modulo foi de 2,46, deste modo, ndo foram detectados valores extremos
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nas respostas.’?®! Ao avaliar a disposicdo do grafico, os residuos se distribuiram aleatoriamente, isto
é, sem indicar um padrdo na distribuigdo, mostrando assim que a variancia foi constante e que nao foi
rejeitada a hipotese da normalidade dos residuos.

Outro teste aplicado foi o de dependéncia das observacdes, através do teste de Durbin-
Watson. Espera-se que os dados obtidos temporalmente ndo apresentem autocorrelagéo
(dependéncia), ou seja, as observagdes sejam independentes entre si. Para o solvente residual etanol
0 teste apresentou p-valor de 0,6871, valor este maior que 0,05 e, portanto, ndo foi rejeitada a hipotese
de que ao nivel de significancia de 5%, haja independéncia das observacdes. 2!

Apos a avaliacdo estatistica dos resultados, concluiu-se que o método foi considerado
linear para a andlise do solvente residual etanol, pois atendeu a todos os critérios de avaliacdo

preconizados na legislacéo.

5.1.3 Preciséo

Para o ensaio de repetibilidade foram avaliados os niveis 30 (baixo), 120 (médio) e 240%
(alto), em triplicata, correspondentes as concentragdes de 4500, 18000 e 36000 pg.g. A precisdo em
um mesmo dia foi realizada sob as mesmas condic¢@es instrumentais, por um Unico analista. Em um
segundo dia foi avaliada novamente, por analista diferente e os resultados de precisdo de ambos 0s
dias foram submetidos a uma comparacdo, em termos de precisdo intermediaria, avaliou-se a
concordancias entre os resultados obtidos entre as precisdes do 1° e 2° dia. Os resultados obtidos estdo

dispostos na Tabela 5.

Tabela 5.6: Resultados das precisdes 1° dia, 2° dia e precisdo intermediaria para o solvente residual etanol — método
convencional

, Nivel de Preciséo 1° dia Precisdo 2° dia oroele
'\(l(%(;l recuper_alu;éo Quantidade DPR Quantidade DPR
(ng.g™) recuperada (< 3.7%)127 recuperada (< 3.7%) 12 DPR (< 6%)27]
(ug.g" - (ug.ghP —
4500 4548
30 4500 4367 2,0 4399 1,7 2
4331 4477
18095 17779
120 18000 18208 1,0 18004 1,9 1
17845 18454
36080 35911
240 36000 36468 2,4 35868 0,2 1
34851 35799

Como critério de avaliacdo dos resultados de precisdo expressados na Tabela 5, utilizou-

se como referéncia o guia sobre as diretrizes e requisitos de desempenho de método padrdo, apéndice
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F (AOAC - Official Methods of Analisys, Appendix F), que estabelece os valores considerados
conformes de acordo com a concentragdo em pg.g* do analito avaliado. Além das diretrizes abordadas
pelo guia, foi considerado o valor de desvio padréo relativo de 3,0% adotado pelo fabricante do
cromatografo gasoso utilizado. Portanto, foram considerados aceitaveis os valores de desvio padrdo
relativo inferiores ou igual a 3,7% para repetibilidade e inferiores ou iguais a 6% para precisao
intermediaria. (2730

A partir das diretivas adotas, 0 método analitico foi considerado preciso para a faixa linear
estudada, visto que, os resultados de desvio padrao relativo em todos os niveis da precisdo 1° e 2° dia
se mostraram inferiores a 3,7%. Similarmente, a precisdo intermediaria dos resultados mostrou-se na
faixa especificada de 6%, com os valores de 2, 1 e 1%, para 0s niveis baixo, médio e alto
respectivamente.

Noorbasha e Shaik (2021) adotaram uma forma alternativa para avaliacao da precisao de
seu meétodo analitico. Para determinacéo de solventes residuais em Paclitaxel, os autores realizaram
a preparacao de seis solucOes padrdes, de maneira independente, obtendo valores de desvio padrdo
relativo para as precisoes repetibilidade e intermediaria, na concentracdo de 100%, inferiores a 5%
para todos os solventes. A partir dos resultados alcancados, concluiram que o método analitico

desenvolvido foi preciso.®!!

5.1.4 Exatidéo
Para o parametro de exatiddo, foram calculadas as recuperac@es nos niveis 30 (baixo),
120 (médio) e 240% (alto), utilizando-se a concentracéo teorica calculada dividida pela concentragdo

experimental, multiplicada por 100. A Tabela 6 exibe os resultados de recuperagéo obtidos.

Tabela 6.6: Resultados do ensaio de adicdo e recuperacdo para o solvente residual etanol — método convencional
Nivel de

: ; % [27]

NIV (96) | FeCUBEISRRD. o () recuparada (190”) (65,1050
4498 4500 100,05
30% 4500 4468 4367 97,74
4402 4331 98,38
17992 18095 100,57
120% 18000 17873 18208 101,87
17609 17845 101,34
35983 36080 100,27
240% 36000 35747 36468 102,02
35218 34851 98,96
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Assim como adotado na precisdo, para exatidao, utilizou-se como referéncia a faixa
estipulada pelo guia sobre diretrizes e requisitos de desempenho de método padrdo baseada na
concentragdo de etanol analisada.?”]

Dentre os resultados obtidos, considerou-se 0 método exato, visto que, as recuperacoes
se mostraram na faixa de 95-105% recomendada pelas diretrizes de desempenho de métodos
analiticos do guia AOAC. Os valores obtidos para cada nivel analisado estiveram no limite de 97,74%
e 102,02%, entre recuperacdo minima e maxima respectivamente. 2]

Semelhantemente, Noorbasha e Shaik (2021) calcularam as recuperacfes dos analitos
adicionados nos niveis de limite de quantificacdo, 50, 100 e 150%. Os resultados obtidos variaram de
90,06% a 105, 25% para todos os solventes contemplados no método desenvolvido. Segundo 0s
autores, o método foi considerado exato, pois as recuperacdes obtidas atenderam o critério de
aceitacio de 80—-120% em concordancia com o ICH — International Council for Harmonisation.[3:%2

Sob o mesmo racional de avaliagdo, os autores Pandey et al. (2011) obtiveram
recuperacgdes nos limites de 80-120% para os niveis de 50, 100 e 150%, analisados em triplicata, com
resultados entre 94,20% a 111,12% para determinacdo dos solventes residuais metanol, acetona,

diclorometano, ciclohexano e tolueno.?!

5.1.5 Robustez

No parametro de robustez avaliou-se a seguranca do método em resistir as minimas
variacdes que podem ocorrer durante as analises. Conforme a legislacdo vigente, para a técnica de
cromatografia em fase gasosa, avaliaram-se as condicOes: variacdo do lote e/ou fabricante de coluna,
oscilagBes de temperatura e vazao do gas de arraste.*” Os resultados obtidos podem ser visualizados

na Tabela 7.
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Tabela 7.6: Resultados do estudo de robustez para determinacdo do solvente residual etanol mediante as variagdes propostas
de lote da coluna, temperatura inicial de forno da coluna, vazéo do gés de arraste e estabilidade das amostras — método
convencional

Alteracéo Nivel d(eu;e.(;ﬂ;))era(;éo recﬁzizgf?ss.g'l) Recuperacéo

Sem alteracao 12000 12004 -

Lote de coluna 12000 11974 99,75
Temperatura de 28 °C 12000 11971 99,73
Temperatura de 32 °C 12000 11386 94,85

Vazédo 1,8 mL.min? 12000 12060 100,47
Vaz#o 2,2 mL.min! 12000 11500 95,81
Estabilidade das 12000 11242 93,66

amostras
Especificagdo 95-105%" 95-105

A partir dos resultados dispostos na Tabela 7, foram calculadas as recuperacdes de cada
modificacdo realizada, dividindo a quantidade recuperada de cada alteracdo sugerida, pela quantidade
recuperada nas condic¢des originais do método analitico, e multiplicado por cem para se obter o valor
em porcentagem. Deste modo, conclui-se que 0 método analitico se apresentou robusto quando
analisado em lotes diferentes de mesma fase estacionaria, de mesmas dimensdes de comprimento,
diametro e filme de revestimento. Igualmente, o0 método mostrou-se capaz de resistir a variacoes de -
0,2 °C na temperatura inicial do forno da coluna e + 0,2 mL.min na vazio do gés de arraste, ao
apresentarem recuperacgdes na faixa de 95-105% especificada.

Para a variacdo de + 0,2 °C, o método analitico foi considerado ndo robusto, por
apresentar recuperacdo de 94,85%, valor abaixo do limite inferior da especificacdo adotada como
referéncia.’’l Todavia, ndo é esperada variacdo desta magnitude na temperatura do forno do
equipamento, além disso, o valor obtido ficou préximo ao limite aceitavel.

As amostras foram preparadas e acondicionadas no laborat6rio em temperatura ambiente,
de 15 a 30 °C, e umidade relativa do ar inferior a 70%. Para analise da estabilidade das amostras, o
tempo zero foi estabelecido como sendo o horario exato de término do preparo das solugdes amostras,
e o tempo final, como sendo o horério da ultima injecdo da sequéncia de ensaios de robustez,
totalizando o periodo de 77 horas.

Conforme os dados apresentados na Tabela 7, a quantidade recuperada para a estabilidade
das amostras foi de 93,66%, valor abaixo da faixa de recuperacdo de 95-105%. Neste caso, salvo
estudos complementares, a estabilidade ap6s 77 horas, apresentou valor de recuperagao inconsistente,
podendo ser decorrente de possiveis desvios no momento de preparo e analise no equipamento ao

longo da sequéncia analitica, que levaram a uma recuperacdo fora da faixa de referéncia adotada.
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No entanto, para a alteracéo do lote da coluna, o intervalo de horas, do horario do término
do preparo até a Gltima injecdo desta modificagdo, totalizou 64 horas, com recuperagdo do solvente
etanol de 99,75%. Assim, concluiu-se que as amostras sdo estaveis no periodo de 64 horas, sendo um
intervalo de tempo bastante adequado para a aplicacdo proposta, pois se recuperou o solvente etanol

nas condi¢des normais do método analitico.

52  REDUGAO DO TEMPO DE ANALISE
Apbs o estudo de validacdo do método convencional, foram propostas variag6es de alguns
parametros com o intuito de reduzir o tempo total de analise e consequentemente otimizar as rotinas

de andlises de controle de qualidade de medicamentos.

5.2.1 Alteracéo do tempo de incubacéo.

O tempo de incubacdo foi um dos estagios da amostragem por headspace na qual as
amostras ficaram sob agitacdo e aquecimento em um recipiente fechado a fim de estabelecer o
equilibrio entre suas duas fases, liquida e gasosa, de modo que uma quantidade real do solvente
residual etanol presente na amostra fosse extraida para a fase de vapor e analisada.[*®!

Com a proposta de reduzir o tempo de anélise das amostras, sugeriu-se a diminuicao do
tempo de incubacéo inicial de 20 minutos, para 15 e 10 minutos, e comparou-se a influéncia nos

resultados de precisdo e exatiddo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8.6: Comparacao do valores de desvio padrao relativo e recuperacao para os tempos de incubacéo de 20, 15 e 10
minutos na determinacdo do solvente residual etanol

T_empo relc\lul\p;ilr:géo Nivel Quantidade DPR Recuperacéo
(minutos) (U9.gY) (%) recuperada (ug.g?t) (£3,7%)?1  (95-105%)7]
4413 98,04

4500 30 4472 0,7 99,29

4417 98,79

18019 100,09

20 18000 120 18343 1,2 101,82
17941 100,33

36204 100,56

36000 240 36829 1,0 102,22

36227 101,29

4463 99,17

4500 30 4430 1,0 98,38

4519 101,07

18152 100,83

15 18000 120 17908 0,7 99,41
18022 100,78

36546 101,50

36000 240 36132 0,6 100,29

36318 101,54

4479 99,51

4500 30 4639 3,2 103,01

4352 97,35

18017 100,08

10 18000 120 18757 2,7 104,12
17830 99,70

35760 99,32

36000 240 37444 2,8 103,93

35601 99,54

Conforme mostrado na Tabela 8, verificou-se que as variagdes dos tempos de incubacéo

ndo resultaram em efeitos negativos sobre os teores de etanol. Os valores de desvio padrdo relativo e

de recuperacdo de cada nivel analisado permaneceram no exigido pelas especificacdes de validacao.

O tempo de incubag&o é um dos pardmetros que mais exerce influéncia no tempo total de

analise em cromatografia gasosa com amostragem via headspace. Por conseguinte, determinou-se o

tempo de incubacdo de 10 minutos para os métodos convencional e rapido, com o propdsito de

minimizar o tempo entre as injecOes, e consequentemente, reduzir significativamente o tempo total
de andlise.
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5.2.2 Alteragdo do comprimento da coluna cromatografica.

Outra variavel analisada foi a diminuicéo dos parametros da coluna cromatografica. Deste
modo, alterou-se a coluna do método convencional da marca Phenomenex, tipo G2, fase estacionaria
100% Dimethylpolysiloxane, com medidas de 30 m x 0,32 mm de diametro x 5,0 um de espessura do
filme de revestimento, para uma segunda coluna da marca Agilent, mesmo tipo e fase estacionaria,
com medidas de 15 m x 0,32 mm x 3,0 um de filme de revestimento. O perfil cromatografico obtido

com a coluna cromatografica de dimensdes reduzidas é mostrado na Figura 7.
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Figura 7.6: Perfil cromatografico e tempo de retengdo do solvente residual etanol na fase estacionaria G2, da marca Agilent,
dimensdes de 15 m x 0,32 mm e 3,0 um de filme de revestimento
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Confrontou-se o perfil cromatografico adquirido nas condi¢Ges da Figura 7 com o obtido
no ensaio de seletividade do método convencional (Figura 4), e ratificou-se uma reducao de 71% no
tempo de retencdo do etanol que foi de 1,748 minutos nas condi¢des da coluna de 15 m, enquanto no
método convencional com a coluna de 30 m foi de 6,027 minutos. Com isso, possibilitou-se a
otimizacdo inicial do tempo de corrida de 18 para 9 minutos para os testes subsequentes.*!

Reducdo de mesma expressividade foi obtida por Paolini et al. (2022), que reduziram o
comprimento e o didmetro da coluna de seu método convencional CP-Wax 57 CB de 50 m x 0,32
mm X 0,2 pum para 25 m x 0,25 mm x 0,2 um, resultando em um método rapido, o qual juntamente
com otimizagdes adicionais nas taxas de aquecimento, vazdo do gas de arraste, volume de injecéo e
razdo de separacdo, acarretaram reducdo do tempo de anélise de 40 para 7 minutos, efetivando um
ganho aproximado de 80% no tempo total de analise.3

Portanto, concluiu-se que a reducdo do comprimento da coluna apresentou resultados
positivos na redugdo do tempo de andlise. Entretanto, apesar da redugdo do comprimento da coluna
ter apresentado impacto significativo, outros fatores foram trabalhados de modo a ndo comprometer

a resolugdo minima necessaria.?%
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5.2.3 Alteracdo da taxa de divisédo da amostra (razdo de separagao, split)

A reducdo do comprimento da coluna implica na diminui¢do do nimero de pratos tedricos
(N) e menor interacdo entre o analito e a fase estacionaria, resultando na perda de eficiéncia da
separacdo. Como consequéncia, visualmente os picos tendem a eluir mais préximos, podendo
comprometer a resolugdo cromatografica.l*e!

Dentre outros fatores, 0 ajuste da taxa de divisdo da amostra surge como uma alternativa
na tentativa de contrabalancear uma possivel reducdo na capacidade de processamento da amostra
em colunas de dimensdes reduzidas, pois 0 aumento do split proporciona o estreitamento dos picos
de interesse e consequentemente melhoras na resolugdo entre os mesmos.?! Para suprir a possivel
perda da resolu¢do com a diminuicdo das dimensdes da coluna cromatogréfica, alterou-se o split de
1:20 do método convencional para 1:100 no intuito de afinar os picos do solvente residual etanol e
impureza adjacente.

O aumento do split fez com que um menor volume de amostra fosse injetado na coluna,
proporcionando um afinamento na largura dos picos e consequentemente na melhora da resolucéo,
em contrapartida, houve perda de sinal analitico em area, todavia sem prejuizo para a quantificacéo.

O perfil cromatografico ap0s a alteracdo do split € observado nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8.6: Cromatograma do solvente residual etanol com a razéo de split de 1:100
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Figura 9.6: Aproximag&o do cromatograma do solvente residual etanol na condicéo de razéo de separagdo da amostra de
1:100

Comparou-se asas areas do solvente residual etanol com as diferentes razdes de separagédo
da amostra. Para o valor de split de 20, a area do solvente etanol obtida foi aproximadamente 302
pV.sec., todavia com o ajuste do split para 100, a area passou a ser aproximadamente 38 pV.sec. O
resultado alcangado é coincidente com as caracteristicas de métodos rapidos por cromatografia em
fase gasosa, que apresentam picos estreitos e resolvidos, como efeito, melhor desempenho
analitico.**! Embora a resposta analitica tenha reduzido com a alteracdo da taxa de separacdo, o
critério de sinal/ruido, diretamente ligado a essa modificacdo, apresentou-se dentro do exigido
segundo as normativas da Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n.° 166.1% A resolugdo com a
alteracdo da razdo de separacdo para 100, passou de 2,0 para 2,4.

Modificacdo semelhante foi realizada por Paolini et al. (2022) na otimizacdo de seu
método analitico por cromatografia em fase gasosa, com detector de ionizacdo de chama. Os autores
testaram diferentes razdes de split, 40, 70 e 100 para minimizar as larguras dos picos e melhorar a
eficiéncia da separacdo, e como resultado concluiram que o valor de 70 de taxa de separacao foi
satisfatorio, visto que o valor de 100 foi descartado devido a deficiéncia de sinal analitico nos niveis
de limite de quantificagdo.**!

Portanto, conclui-se que a modificagdo do split foi suficiente para propiciar a reducéo da
area do solvente residual etanol, sem comprometer a resolucao entre os picos de etanol e impureza
do etanol.

5.2.4 Alteragdo da temperatura inicial de forno da coluna

Para fins de comparagéo, foram realizados alguns ensaios aumentando a temperatura

inicial do forno da coluna cromatografica de 30 °C empregada no método convencional validado.
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Foram variadas as temperaturas inicias de isoterma de 40, 50, 60, 70, 80 e 100 °C, e os resultados
estdo compilados na Figura 10.
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Figura 10.6: Cromatogramas obtidos em diferentes temperaturas iniciais de forno de coluna para comparacgéo dos tempos de
retencdo do solvente residual etanol

Os resultados mostraram que 0 aumento das temperaturas contribuiu para a diminuigéo
do tempo de retencdo. Entretanto, apesar da reducdo do tempo de retencdo do solvente etanol,

observou-se que a resolucdo dos picos do solvente de interesse e a impureza adjacente diminuiu
conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9.6: Valores de tempo de retengdo e resolucdo do solvente residual etanol frente as modificacfes na
temperatura do forno da coluna cromatografica

_— Tempo de retencéo do Resolucéo entre 0s picos

Condicéo de forno .
solvente residual Etanol, do Etanol e Impureza
da coluna testada .
minutos Etanol

30°C 1,955 33

40 °C 1,617 2,9

50 °C 1,386 2,8

60 °C 1,220 2,5

70 °C 1,099 2,2

80 °C 1,007 2,1

100 °C 0,878 1,7

A melhor condicéo de separacédo obtida foi a temperatura inicial de forno da coluna de 70
°C, com tempo de retencdo do etanol em 1,099 minutos e resolucdo 2,2. Mesmo em condigdes
superiores de temperatura, a resolucdo se mostrou superior a 1,5, porém, foi escolhida a temperatura

de 70 °C como condicédo suficiente a proporcionar integracdo e resolucdo satisfatorios com maior
seguranca.
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5.2.5 Alteracdo da vazdo do gas de arraste mL.min (velocidade linear)

Ainda para efeito de comparacao, realizaram-se ensaios com diferentes vazfes do gas de
arraste para avaliar o ganho em tempo de retencdo sem comprometer a resolucdo alcancada. Para
atingir este proposito, variou-se a velocidade linear a valores inferiores e superiores a velocidade
linear de 33,136 cm.s?, do método convencional, de modo a extrapolar o valor de velocidade de
maxima eficiéncia de trabalho recomendada para o gés hélio, de 30 cm.s™*331, Em seu trabalho, Shou
e Qiu (2021), estipularam a vazdo em 15 mL.min* em seu desenvolvimento de método analitico para
a determinacdo simultanea dos solventes residuais trietilamina, diisopropiletilamina e 1,1,3,3-
tetrametilguanidina em ingredientes ativos farmacéuticos, atingindo uma velocidade linear bastante
elevada. Com base nessa modificagdo, os autores alcancaram significativos ganhos no tempo de
retencdo para os analitos sem interferéncias na resolucéo e, portanto, o valor se mostrou adequado
para a analise.®81 E importante mencionar que para a determinacdo das vazdes propostas, foi
considerada as alteracGes nas dimensdes da coluna, pois isso afeta os valores de velocidade linear do
método. Portanto, ajustou-se a vazdo do método rapido de modo a manter proxima a velocidade linear

validada no método convencional, e os resultados obtidos podem ser observados nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11.6: Cromatogramas obtidos em diferentes vazdes do gas de arraste para comparacgdo dos tempos de retengdo do
solvente residual etanol
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Figura 12.6: Aproximacao doscromatogamas obtidos nas vazdes do gés de arraste de 1,6, 2,0, 2,2 e 2,8 mL.min-1
paracomparacao dos tempos de retencéo e perfis cromatograficos

Como pode ser observado na Figura 12, com a utilizacdo de maiores vazdes do gas de
arraste os tempos de retencdo foram menores, acompanhado de menores resolugdes entre 0s picos do
solvente residual etanol e impureza adjacente. Evidenciou-se também, que na vazao minima de 1,6
mL.min-1 os picos de interesse se mostraram visualmente separados. Ja na vazdo maxima testada de
2,8 mL.min"t, observou-se uma sobreposicdo parcial dos picos.

Além das analises visuais do perfil cromatografico, a resolucéo calculada para as vazdes
de 1,6, 1,8, 2,0, e 2,2 mL.min foram maiores do que 1,5, conforme o desejado. A (nica excecéo foi
a vazdo de 2,8 mL.min que ndo atendeu a esse critério.?’]

Portanto, com base nas avaliagdes visuais e resolugdes obtidas, definiu-se o valor de
vazdo do gas de arraste para 0 método rapido em 2,0 mL.min?, equivalente a velocidade linear de
40,516 cm.s™?, valor este que promoveu uma melhor concordancia entre os fatores resolucéo e perfil

cromatogréfico.

5.3  VALIDACAO METODO RAPIDO

Apobs a realizacdo dos testes de otimizacdo, determinaram-se as configuragdes finais para
0 método répido e ajustou-se o sistema cromatografico para a analise dos pardmetros. Na tabela a
seguir é apresentado o resumo das modificacdes realizadas.

O método réapido foi submetido a avaliagdo dos pardmetros de seletividade, linearidade,
precisdo e exatiddo, uma vez que houve mudancas significativas no tempo de retengdo e sinal

analitico do etanol.
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Tabela 10.6: Resumo das modificacGes realizadas a partir dos testes de otimizacdo para determinacéo do
solvente residual etanol

Condicéo Método Convencional Método Réapido
Tipo G2 (100% Tipo G2 (100%
Dimethylpolisiloxane); Dimethylpolisiloxane);

Fase estacionaria / Coluna dimensdes de 30 metros x 320 | dimensdes de 15 metros x 320
mm de didametro x 5,0 um de | mm de didmetro x 3,0 um de
filme de revestimento filme de revestimento

Vazdo do gés de arraste/
velocidade linear
Razéo de separacédo, split 1:20 1:100

Temperatura inicial
do forno da coluna
Tempo total de corrida 18 minutos 5 minutos

2,0 mL.minY/ 33,136 cm.s* | 2,0 mL.min%/ 40,516 cm.s™*

30°C 70°C

5.3.1 Seletividade
Para avaliacdo da seletividade do método rapido, seguiu-se 0 mesmo racional do método
convencional, analisando-se 0s mesmos solventes residuais, nas mesmas concentracdes. Os

resultados da separacdo podem ser observados nas Figuras 13 a 15.
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Figura 13.6: Cromatograma do diluente 4gua ultra purificada na Solugdo Branco no paraemtro de seletividade do método
rapido
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Figura 14.6: Cromatograma da mistura dos solventes residuais Metanol, Etanol, 2-Propanol e Tolueno contendo 1,0 mL da
amostra de Succinato de Metoprolol avaliados
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Figura 15.6: Aproximagdo do cromatograma da mistura dos solventes residuais Metanol, Etanol, 2-Propanol e Tolueno
contendo 1,0 mL da amostra de Succinato de Metoprolol avaliados

No cromatograma apresentado na Figura 15, observa-se a eluicdo de um pico em 3,786
minutos, referente a “Dimetilacetamida (Diluente)”. A presenca deste € devido a sua utilizacdo no
preparo da seletividade, necessario especificamente na dissolucdo individual do analito Tolueno
(Figura 3, apéndice 2). O solvente dimetilacetamida foi utilizado devido sua compatibilidade quimica
com o Tolueno, visto que este € imiscivel em dgua. Como a agua € o principal solvente utilizado
como diluente no preparo dos parametros da validacdo, por conseguinte, foi necessario o preparo de
uma primeira diluicdo com o diluente dimetilacetamida para garantir a sua solubilidade e consequente
identificacéo.

Analisando os perfis cromatogréaficos, verificou-se que a partir das modificacdes dos
pardmetros cromatograficos realizadas, houve a aproximacao dos tempos de retengdo dos analitos,

entretanto a resolucé@o entre 0s picos manteve-se satisfatéria. Para o Etanol, pico identificado em
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1,113 minutos, ndo houve interferentes que dificultasse a sua identificacdo na presenca do diluente e
impurezas da matriz.
Para todos os componentes presentes na Solucdo Seletividade Teste, os tempos de

retencdo e resolucdo estdo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11.6: Identificacdo, tempo de retencéo e resolugéo para os solventes residuais testados como potenciais interferentes
ao analito Etanol

Solvente Residual Tempo de Retencéo (min) Resolucio (= 1,5)
Metanol 0,95 -
Etanol 1,11 5,6
Impureza Etanol 1,19 2,2
2-Propanol 1,27 2,4
Tolueno 3,38 53,7
Dimetilacetamida (Diluente) 3,79 11,0

Portanto, pode-se afirmar que o método se manteve seletivo para o solvente residual
etanol, uma vez que, ndo houve interferéncias na sua identificacdo, ndo houve coelui¢cdes com
possiveis impurezas e a resolucdo em relagcdo a impureza do analito, pico mais préximo, manteve-se

maior do que 1,5.

5.3.2 Linearidade

A Linearidade do método rapido foi verificada seguindo os mesmos critérios que o
método convencional, 4 curvas e 7 niveis de concentracdo (30, 80, 100, 12%, 160, 200 e 240%),
respeitando-se o limite de quantificacdo e a faixa de trabalho estabelecida. Portanto, o nivel 100%
manteve-se proporcional & concentragio de 15000 pg.g™, variando-se de acordo com cada nivel.

Os resultados obtidos foram todos plotados no diagrama de dispersdo apresentado na

Figura 16.
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Figura 16.6: Curva analitica para determinacdo do solvente residual etanol em comprimidos de succinato de metoprolol 100
mg — método rapido. Equagao da reta y= 0,0024x - 0,0376.

Conforme demonstrado na Figura 16, concluiu-se que o método rdpido mostrou
correlacdo da resposta analitica frente a variagdo da concentracdo, dado que, o valor do coeficiente
de correlacéo foi de 0,9999, valor acima de 0,99.1]

Similarmente ao método convencional, os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica com o auxilio do programa Action Stat®e o resumo dos resultados pode ser observado na
Tabela 12.

Tabela 12.6: Resumo da concluséo do estudo estatistico de linearidade do solvente residual etanol por meio do Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios — método rapido

Teste Concluséo

Teste F da ANOVA Na&o foi rejeitada a significancia do modelo linear

Teste do Intercepto Intercepto igual a zero

Coeficiente de Correlagdo de Pearson R = 0,9999 foi maior que o proposto (0,99)
Teste de Normalidade dos Residuos Nao foi rejeitada a hipotese de normalidade dos residuos
Teste de Homocedasticidade Néo foi rejeitada a homocedasticidade da variancia

Valores extremos na resposta Né&o foi detectado pontos extremos

Teste de independéncia das observacoes Né&o foi detectado dependéncia das observagdes

Semelhantemente ao método convencional, os testes estatisticos aplicados ao método
rapido reproduziram resultados satisfatorios uma vez que ndo rejeitaram a significancia do modelo
linear, apresentando variagdo constante dos erros e sem a presenca de valores extremos.8! O grafico

de dispersdo dos residuos para o método rapido € apresentado na Figura 17.
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Figura 17.6: A distribuicéo e os valores dos residuos padronizados para o solvente residual etanol utilizado na construgédo da
curva analitica — método rapido

Ap0s a avaliacdo dos resultados concluiu-se que o método rapido foi considerado linear
para a andlise do solvente residual etanol, pois se manteve o atendimento a todos os critérios de

avaliacdo preconizados na legislacao.

5.3.3 Precisdo e Exatidao
Nos parametros de precisao e exatiddo, foram avaliados os niveis 30 (baixo), 120 (médio)
e 240% (alto), correspondentes as concentracdes de 4500, 18000 e 36000 pg.g?, conforme método

convencional. Os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 13.

Tabela 13.6: Resultados para os ensaios de precisdo e recuperacdo — método rapido

Nl 0 recuperagao_ Quntidade - CREEEE  DPRI - Recuperagao
(19.0") adicionada (ug.g?) (U9.9Y (£3,7%) (95-105%0)

4475 4492 100,39

30% 4500 4492 4488 0,6 99,91
4471 4441 99,31

17899 17726 99,03

120% 18000 17968 18272 1,6 101,70
17885 17837 99,73

35798 35574 99,37

240% 36000 35936 36670 1,7 102,04
35771 35607 99,54

Os resultados apresentados mostram que, ap6s todos os ajustes realizados o método
rapido apresentou capacidade de identificar e quantificar o analito etanol com confiabilidade, com
valores muitos semelhantes de desvio padrdo relativo e de recuperagdo reportados no método

convencional.[?]
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Portanto, como os valores obtidos se apresentaram em concordancia com 0s guias e

especificacbes submetidas, é possivel concluir que o método rapido é preciso e exato.

54  COMPARAGAO DO METODO CONVENCIONAL VERSUS METODO RAPIDO

Para efeito de comparagédo entre os métodos convencional e rapido, realizou-se testes de
efeito memdria nas duas condigdes, com o intuito de verificar a repetibilidade e a recuperacdo apds
varias injecdes sucessivas em seu maior nivel de concentracdo. Outrossim, aplicou-se o teste de
frequéncia analitica de trabalho no equipamento e mediu-se o tempo total gasto das injecdes

realizadas em ambos os métodos.

5.4.1 Teste de Efeito Memodria método convencional

Na execucdo do teste de efeito memoria (carryover) foi optado por realizar o total de dez
injecBes no nivel mais alto da faixa de trabalho, nivel 240%, no qual a concentragdo do solvente
residual etanol é a maior obtida e avaliar a repetibilidade entre as injecOes e a recuperacao individual
de cada réplica. Também foi verificado possiveis interferéncias causadas pelo efeito memoria.

Os teores obtidos, expressados em pg.g?, estdo dispostos na Tabela 14.

Tabela 14.6: Resultados do teste de efeito memaéria nas condicdes do método convencional

Nivel (%) Nivel de _Quantidade ?e%ir;zg:(?ae DPR Teores Recuperagdol?’]
recuperacdo(ug.g?) adicionada(ug.g?) (19.9Y (%) (95-105%0)
35375 98,77
37073 103,51
36733 102,56
37149 103,73
36048 100,65
240% 36000 35815 35706 1,6 99,95
35922 100,30
36055 100,67
35964 100,42
36044 100,64

Dados os resultados expostos, verificou-se que o desvio padrdo relativo entre as dez
analises realizadas é de 1,6%, valor esse que expressa que 0s teores sofreram minima ou até mesmo
nenhuma influéncia de efeito carryover. Os resultados individuais de recuperacdo de cada uma das
injecdes confirmam essa ndo interferéncia, com um valor médio de 101%, e, portanto, 0 método

convencional demonstra sua eficacia em repetibilidade e exatiddo.
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5.4.2 Teste de Efeito Memdria método rapido

O mesmo raciocinio foi adotado para teste do método rapido, aplicando as condigdes
finais otimizadas. Foram analisadas dez injecdes e avaliados os mesmos parametros de desvio padréo
relativo e recuperacao.

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 15.

Tabela 15.6: Resultados do teste de efeito meméria nas condi¢cdes do método rapido

Nivel (%6) Nivel~ de Quantidade ?e%igte:gsgae DPR Recuperacdo?”
recuperacdo(ug.g?) adicionada(ug.g?) (L9.9Y) Teores (%0) (95-105%)
35518 99,17
35750 99,82
35925 100,31
35505 99,13
34836 97,27
240% 36000 35815,14 35353 0,9 98,71
35696 99,67
35383 98,79
35495 99,11
34965 97,63

Ao observar os dados da Tabela 15, verificou-se que o valor de desvio padréo relativo
dos dez teores obtidos experimentalmente foi de 0,9%, valor esse menor quando comparado ao
método convencional, demonstrando assim maior eficacia na repetibilidade das injecGes. Da mesma
forma as recuperacGes individuais foram satisfatorias, com valor médio de 99%, resultados
semelhantes aos obtidos através do método convencional.

Portanto, podemos afirmar que com as alteracBes propostas para aprimorar 0 método
convencional, o0 método rapido apresentou resultados iguais ou até mesmo mais eficientes, atendendo
a proposta de realizar analises mais rapidas sem perder a eficiéncia, confianca e qualidade dos

resultados.

5.4.3 Teste de frequéncia analitica do equipamento no método convencional versus método
rapido

Para avaliar os ganhos obtidos a partir das modificagdes realizadas, foi calculada a
frequéncia analitica de trabalho do equipamento de ambos os meétodos, ou seja, a capacidade
andlise/horas de cada deles.

Foi calculada a diferenca de tempo entre cada uma das dez injecdes realizadas no teste de
efeito de memoria, ou seja, a hora final menos a inicial de cada injecéo, considerando além do tempo

da corrida cromatogréfica, o tempo de retomada do sistema entre as injecdes. Desta forma, a duragéo
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média de cada analise para o método convencional foi de 30 minutos, enquanto para 0 método rapido
foi de 13,85 minutos.

E possivel verificar o ganho significativo a partir da implementacdo do método rapido em
analises de rotina, visto que a cada uma injecdo do método convencional, por intermédio do método
répido é possivel mais do que dobrar o nimero de inje¢cbes. O método convencional apresenta a
capacidade de realizar 2,0 injecGes por hora, em contrapartida, 0 método rapido apresenta a
capacidade de realizar 4,3 injecdes por hora.

Estes dados tornam-se extremamente relevantes, quando submetido a um montante de
andlises, na qual se tem uma quantidade significativa de injecGes, deste modo fica mais visivel o
ganho com a aplicagdo do método répido. Se considerarmos a situagdo hipotética de um laboratério
que trabalha 8 horas ininterruptas nesta mesma analise, com base nos dados obtidos, a partir do
método convencional seria possivel realizar o numero total de 16 analises, enquanto, o método rapido
conseguiria executar o total de 34,7 andlises.

Além das vantagens supracitadas, devido a sua capacidade de executar grande demanda
de andlises em menores tempos, deduz-se que o método rapido também apresenta vantagens na
analise de substancias que apresentam tempos de estabilidade limitados, quando em solugdes que

necessitam de curtos periodos de avaliagéo.
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6. CONCLUSAO

Um método analitico convencional foi desenvolvido para a determinagédo de etanol em
succinato de metoprolol por cromatografia em fase gasosa, partindo de condic¢des instrumentais de
métodos ja validados. O método foi validado para esta aplicacdo especifica, sendo seletivo, preciso,
exato e robusto.

As modificacbes propostas no metodo convencional resultaram em uma significativa
reducdo do tempo de corrida cromatogréfica, principalmente com as trocas de dimensédo da coluna,
temperatura do forno e razéo de Split. O método de separagdo rapida também se mostrou seletivo,
preciso, exato e robusto. Nao foi observado efeito de memoria no método rapido, da mesma forma
que ndo foi observado no método convencional.

Apos validados os dois métodos, foram realizadas comparagdes em temos de frequéncia
analitica de trabalho no equipamento, na qual o0 método rapido mostrou ser 2,2 vezes mais rapido do
que o método convencional, mais que dobrando a produtividade.

Portanto, o0 método rapido pode ser aplicado como um potencial método em ambientes de
controle de qualidade para quantificacdo de solvente residual em medicamentos, bem como ser um

referencial na otimizagéo de parametros em cromatografia em fase gasosa.
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7. PERSPECTIVAS E TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros fica a sugestdo da avaliacdo de inclusdo de potenciais solventes
residuais nas condi¢des do método rapido e validacdo deste contemplando mais analitos.
Comparar o desempenho do método analitico rapido obtido para determinagdo de

solventes residuais frente a métodos convencionais, para posterior divulgacao dos resultados.
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APENDICE 1
Calculo de especificacao

A determinacdo da especificacdo do solvente etanol em Succinato de Metoprolol foi
baseada no guia internacional ICH Guideline Q3C (R8) Impurities: Guideline for residual solvents,
a partir dos valores de dose maxima do produto e exposi¢do diaria permitida (Permitted Daily
Exposure —PDE) do solvente. [

Na formulacdo do produto, considerou-se a possibilidade do uso do solvente etanol nas
rotas produtivas dos excipientes e, portanto, para o calculo foi utilizada a opcéo dois do guia.

As informagdes de dose maxima para o Succinato de Metoprolol 100 mg Comprimido
Revestido é de 200 mg/dia, ou seja, podem ser ingeridos 2 comprimidos ao dia, massa média do
comprimido revestido de 380,20 mg e valor de PDE para o Etanol de 50 mg/dia foram consideradas.

Segundo a farmacopeia brasileira, para comprimidos com massa média superior a 250
mg, aceita-se uma variacdo de massa de até 5%. Assim, calculou-se o maior peso que o comprimido
de succinato de metoprolol 100 mg pode obter, multiplicando a massa média do comprimido revestido
de 380,20 mg, pela variacio de 5% (380,20 mg x 5%) e atingiu-se o resultado de 399,21 mg.E"]

Sendo assim:

Succinato de Metoprolol 100 mg — Dose Maxima de 200 mg
= Maximo de 2 comprimidos/dia

2 comprimidos/dia x massa média comprimido (399,21 mg)

= 798,42 mg ou0,79842 g

Aplicou-se o valor encontrado como dose méxima na equagdo de “concentracdo limite”

trazida pela opg¢éo dois do guia, temos:

1000 x PDE _ 1000 x 50
dose ~0,79842

Concentracio (ppm) = = 62624

Onde PDE é dado por mg por dia (mg/dia), e a dose é dada em grama por dia (g/dia).
Portanto, o valor de especificacdo para etanol no produto Succinato de Metoprolol 100
mg Comprimido Revestido pode ser de até 62624 ppm ou 62624 ug.g?, entretanto, optou-se por

manter o valor limite em 15000 pg.g™ para limitar a exposicdo dos pacientes a este solvente.
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APENDICE 2
Cromatogramas para identificacao individual dos solventes residuais analisados na

seletividade do método Répido.
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Figura 1 — Cromatograma de identifica¢éo do solvente residual Metanol — Solucéo Padréo Metanol
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