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RESUMO

A validac&o de método é descrita como o processo de provar que um método analitico
€ aceitavel para a finalidade pretendida, sendo assim englobado na area de controle
de qualidade. O acido cindmico (AC) é um composto fendlico, encontrado
abundantemente na natureza, que ganha destaque na area cientifica diante de
estudos sobre suas atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
fotoprotetora, entre outras. Entretanto, ndo existem métodos analiticos destinados a
determinacdo do AC em compéndios oficiais e os métodos encontrados na literatura,
validados ou ndo, sdo de alto custo. A volumetria € um método analitico classico, que
apresenta dados quantitativos e precisos de maneira rapida, além de representar um
baixo custo de execucdo e manutencdo. Dessa forma, este trabalho possui como
objetivo desenvolver e validar um método analitico alternativo utilizando a técnica de
volumetria para determinacdo do acido cinamico. O desenvolvimento do método
utilizou a volumetria de neutralizacdo, diante da caracteristica do AC como &cido
organico de baixa solubilidade em meios aquosos, a sua dissolucdo ocorreu etanol
95%, utilizando o hidréxido de sodio (NaOH) a 0,1 M como titulante e o biftalato de
potassio (KHP) para a padronizacdo dessa solucdo, ambas de balanco
estequiométrico (1:1). A monitorizacdo do ponto final se deu de maneira visual a partir
da alteracdo de cor do meio. Em experimentos preliminares a fenolftaleina foi
escolhida como melhor indicador. A validacdo da metodologia foi realizada conforme
parametros preconizados na RDC 166 de 2017 da ANVISA, em que foram avaliados
0S parametros: seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), preciséo, exatidao e robustez. O método desenvolvido se mostrou
seletivo frente a alguns excipientes farmacéuticos. O método foi linear e
homocedastico com base na avaliacdo do coeficiente de correlacéo (>0,99) e no teste
de Cochran, respectivamente.. O gréafico de dispersdo de residuos da linearidade
apresentou distribuicédo aleatéria de pontos + 3 DP, ndo indicando tendéncias. Foram
obtidos LD igual a 2,88mg e LQ igual a 9,61mg. Os valores de desvio padrao relativo
e recuperacdo, obtidos nos testes de precisdo, exatiddo e robustez, foram,
respectivamente, menores que 2% e proximos a 100%. Dessa forma, no presente
trabalho foi desenvolvido um método seletivo, preciso, linear, exato e robusto para a
determinacao do acido cinamico em matéria-prima utilizando da técnica de volumetria,
o que fornece a comunidade cientifica um método alternativo, rapido e de baixo custo
que pode ser facilmente reproduzido, que contribui para o monitoramento da
qualidade destes produtos.

Palavras-chave: acido cinamico; validacdo de método; volumetria; titulometria.



ABSTRACT

Method validation is described as the process of proving that an analytical method is
acceptable for the intended purpose, and is therefore included in the area of quality
control. Cinnamic acid (CA) is a phenolic compound, found abundantly in nature, which
is gaining prominence in the scientific field due to studies into its antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial and photoprotective activities, among others. However,
there are no analytical methods for determining CA in official compendia and the
methods found in the literature, whether validated or not, are expensive. Volumetry is
a classic analytical method that provides quantitative and accurate data quickly, as
well as being low cost to perform and maintain. The aim of this work is to develop and
validate an alternative analytical method using the volumetric technique for the
determination of cinnamic acid. The method was developed using neutralization
volumetry, given that CA is an organic acid with low solubility in aqueous media. It was
dissolved in 95% ethanol, using 0.1 M sodium hydroxide (NaOH) as a titrant and
potassium biftalate (KHP) to standardize the solution, both with a stoichiometric
balance (1:1). The end point was monitored visually based on the change in color of
the medium. In preliminary experiments, phenolphthalein was chosen as the best
indicator. The methodology was validated according to the parameters recommended
in ANVISA's RDC 166 of 2017, in which the following parameters were assessed:
selectivity, linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision,
accuracy and robustness. The method developed proved to be selective against some
pharmaceutical excipients. The method was linear and homoscedastic based on the
evaluation of the correlation coefficient (>0.99) and the Cochran test, respectively. The
scatter plot of the linearity residuals showed a random distribution of points = 3 SD,
indicating no trends. A LOD of 2.88mg and a LOQ of 9.61mg were obtained. The
relative standard deviation and recovery values obtained in the precision, accuracy
and robustness tests were less than 2% and close to 100%, respectively. In this way,
a selective, precise, linear, accurate and robust method was developed for the
determination of cinnamic acid in raw materials using the volumetric technique, which
provides the scientific community with an alternative, fast and low-cost method that
can be easily reproduced, which contributes to monitoring the quality of these products.

Keywords: cinnamic acid; method validation; volumetry; titrimetry.
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1 INTRODUCAO

A validacdo de métodos analiticos consiste na aplicacao de processos capazes
de averiguar se métodos desenvolvidos e/ou empregados exercem reprodutibilidade,
acuracia e precisdo, com finalidade de garantir a veracidade de dados, que
conseguentemente certifica a confiabilidade do processo e seu bom desenvolvimento
e aplicacdo (Lavanya et al., 2013; Raposo; Ibelli-Bianco, 2020).

Os métodos analiticos a serem validados devem observar sua finalidade, a
natureza do insumo ou produto investigado, além da regulagéo vigente que estabelece
parametros analiticos para a analise dos resultados (Chikanbanjar; Semwal; Jyakhwa,
2020). Nesse sentido, destaca-se a importancia do desenvolvimento da validacdo de
métodos na industria farmacéutica, a qual engloba desde a producdo de
medicamentos a avaliagdo de insumos e técnicas que devem estar em conformidade
regulatoria (Breaux; Jones; Boulas, 2003; Sharma; Goyal; Chauhan, 2018).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgao
regulatério responséavel que estipula ensaios analiticos em compéndios oficiais, além
de determinar critérios para a criacdo de métodos analiticos validados, conforme
descrito na Resolucéo da Diretoria Colegiada numero 166, publicada no ano de 2017
(Brasil, 2017).

O acido cinamico ou acido 3- fenil-2-propendico, bem como seus derivados,
sdao encontrados de maneira abundante na natureza, como em plantas, frutas,
vegetais, graos, 0leos essenciais e mel. Devido ao seu odor e sabor caracteristico, na
industria é utilizado com aditivo flavorizante e aromatizante nos mais diversos
produtos, que variam de produtos de limpeza, cosméticos e a alimentos. Ainda assim,
essa substancia e seus analogos ganham destaque na comunidade farmacéutica e
médica diante das propriedades apresentadas, como antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, fotoprotetora, protetora cardiovascular, neuroprotetora dentre outras
(Gunia-Krzyzak et al., 2018; Rodrigues et al., 2019; Ruwizhi; Aderibigbe, 2020).
Entretanto, os compéndios oficiais ndo apresentam uma metodologia analitica
validada disponivel para a determinacdo desta substancia organica (Brasil, 2019a).

Ademais, na literatura foi observada uma escassez de trabalhos cientificos de
métodos validados para a quantificacdo de acido cinamico utilizando a técnica de

volumetria, um método classico na quimica analitica caracterizado como simples e
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preciso, que é empregado e validado na determinacdo quantitativa de outros acidos
organicos (Maslov et al.,, 2021). Apresenta um baixo custo em equipamentos e
reagentes quando comparados com métodos encontrados aplicados na quantificacéo
por outros sistemas, como a cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (Jeong et al., 2020) e cromatografia liquida de alta-
eficiéncia acoplada detector ultra-violeta (Pigera et al., 2023).

Os métodos volumétricos sdo amplamente utilizados nas determinactes de
varias substancias que correspondem principalmente a formacdo de complexos,
reacoes redox ou acido-base, assim como ocorre com a substancia proposta da
presente pesquisa. Ademais, a escolha dessa metodologia em detrimento de outras
também eficazes, se justifica por ser uma opc¢do alternativa economicamente
reprodutivel (Ravisankar et al., 2015; Brasil, 2019a; Moravska; Levytskyy; Vovk, 2020;
Blazheyevskiy et al., 2022).

Nesse sentido, diante das informacdes levantadas e da necessidade detectada,
o presente estudo objetiva desenvolver um método analitico que utilize da volumetria
para quantificacdo do insumo acido cindmico em matéria-prima. Adicionalmente,
considerando as diretrizes regulatorias, o estudo propfe a validacdo do método

analitico desenvolvido para demostrar a confiabilidade dos resultados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACIDO CINAMICO

2.1.1 Propriedades quimicas e fisicas

O Acido 3- fenil-2-propendico, conhecido como acido cinamico (AC), de férmula
molecular CoHsO2 (Oladimeji et al., 2019; PubChem, 2024), existe nas formas cis (2)
e trans (E) (Figura 1), entretanto devido a maior estabilidade no isdmero trans (E),

esta é sua forma mais predominante (Mingoia et al., 2022).

Figura 1. Estrutura quimica do Acido cinamico (isdmeros cis e trans)

s frans

*Moléculas geradas pelo web-application MolView.
Fonte: Autoria prépria (2024).

Algumas de suas propriedades quimicas e fisicas estdo listadas no quadro 1.
O AC pertence a classe dos polifendis do acido fendlico, sendo considerado um dos
metabdlitos secundarios vegetais mais abundantes (Mielecki; Lesyng, 2016). Além
disso, este acido em sua forma trans pode ser classificado também com a um
horménio vegetal, pertencente ao grupo das auxinas, cuja atividade esta interligada

ao crescimento e a diferenciagao celular vegetal (Souza, 2015; Lima et al., 2018).
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Quadro 1. Propriedades quimicas e fisicas do AC

Forma molecular CoHsO2
Massa molar 148,16 g/mol
Caracteristica Solido (po), cristalino e esbranquicado
fisica
Solubilidade Pouco soluvel agua, boa solubilidade em
compostos organicos

Fonte: PubChem (2024).

2.1.2 Fontes e sintese

Pode ser encontrado em alimentos dietéticos como em graos integrais (a
exemplo da soja e café), frutas (como a maca), em vegetais e seus 0leos (presente
nas folhas de coca, no 6leo de oliva e 6leo de canela), além de espécies de plantas
de género Cinnamomum, familia Lauraceae, como a Cinnamomum cassia (canela
chinesa) e de outras espécies como o Panax ginseng (gingseng) (Ruwizhi; Aderibigbe,
2020). Ademais, o AC e seus derivados podem ser encontrados em produtos naturais
de abelhas, como o mel e prépolis (Marcucci et al., 1996; Guzman, 2014).

O AC pode ser sintetizado de maneira orgéanica, na qual a via biossintética do
chiguimato nas plantas é o0 ponto inicial da producdo das substancias
fenilpropandides, resultando na sintese de fenilalanina e tirosina, que sdo substancias
precursoras do AC (Vogt, 2010).

Dessa forma, a partir da acdo das enzimas fenilalanina amoénia-liase (FAL)
sobre a L-fenilalanina ou a partir tirosina amonio-liase (TAL) sobre o acido aminado
tirosina é obtido o acido cindmico na sua forma trans, em ambas, as enzimas (FAL e
TAL) catalisam o substrato resultando na sua desaminacg&o n&o oxidativa (eliminacao
do NHs) para formacao do AC (Whetten; Mackay; Sederoff, 1998; Souza; Abreu, 2007;
Son et al., 2021).

Outro meio de obtencdo do AC é por mecanismos sintéticos, cuja obtencéo
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mais comum € pela reacdo de Perkin, que consiste nha condensacao de anidridos
acéticos com aldeidos aromaticos (como o benzaldeido) na presenca de uma
condicdo béasica (acetato de sbdio) para a formacdo de &cido carboxilico (Gunia-
Krzyzak et al., 2018; Indriyanti; Prahasiwi, 2020). Outrossim, também pode ser obtido
por meio da reacdo de condensacédo de Knoevenagel- Doebner, que ocorre a partir
de aldeidos (como o benzaldeido) e acido malbnico catalisado por uma base,

presenca de piridina e/ou piperidina (Pontiki et al., 2014; Peperidou et al., 2017).

2.1.3 Derivados do acido cinamico

O AC possui trés sitios reativos principais (Figura 2), que sao o acido carboxilico
(-COOH), substituinte do anel aromatico e uma oleofina conjugada, ou seja, cabonila
a-B-insaturada (aceptor da reacdo de Michael) (De; Baltas; Bedos-Belval, 2011;
Gomes et al., 2014).

Figura 2. Sitios reativos do AC

Aceptor de Michoel
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Fonte: Adaptado de Francga e colaboradores (2021).

Nesse sentido, por meio de reacdes que agem sobre esses sitios reativos
(como reacdes de hidroxilagdo, metilacao e desidratacdo, por exemplo) sdo obtidos
os derivados do AC (DAC). Vale salientar que alguns desses DAC podem ser
encontrados na natureza (Figura 3), como por exemplo o &cido ferulico, o p-cumarico,
o caféico e o clorogénico (Souza; Abreu, 2007; De; Baltas; Bedos-Belval, 2011; Franca
et al., 2021).
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Figura 3. Exemplos de derivados do Acido cinamico
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*Moléculas geradas pelo web-application MolView.

Fonte: Autoria prépria (2024).

Segundo Ruwizhi e Aderibigbe (2020), também se destacam em quantidade de
estudos, investigacbes acerca das propriedades farmacoldgicas e aplicacdes de

moléculas que séo derivados do acido cinamico (DAC).

2.1.4 Propriedades bioldgicas e empregabilidade

Dentre as acdes bioldgicas apresentadas pelo AC e os DAC, estao a acdo anti-
inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana (Sova, 2012; Karatas et al., 2020), efeito
protetor cardiovascular (Safaeian et al., 2024), acdo neuroldgica no tratamento da
doenca de Alzheimer (Drakontaeidi; Pontiki, 2024), no tratamento de cancer (De;
Baltas; Bedos-Belval, 2011; Mielecki; Lesyng, 2016; Fotopoulos; Hadjipavlou-Litina,
2024), contra infeccbes bacterianas (Guzman, 2014; Li et al.,, 2020), atividade
antidiabética (Adisakwattana, 2017; Ernawati et al., 2017; Bfaszczyk; Rosiak; Katuzna-
Czaplinska, 2021), doengas parasitarias, dentre outras (Ruwizhi; Aderibigbe, 2020).

Na industria e desde a antiguidade, o AC € categorizado como um agente
flavorizante e aromatizante, conferindo sabor e odor caracteristico, sendo aditivo de
produtos comestiveis e de uso externo (EC, 2012; Dionisio et al., 2018; Rodrigues et
al., 2019). O AC é utilizado na composicao de fragrancias, presentes em cosméticos
(como cosméticos decorativos e perfumes), em produtos de higiene pessoal (como

shampoos e sabonetes), como também em produtos ndo cosméticos, a exemplo de



23

produtos de limpeza doméstica, detergentes e aromatizantes (Letizia et al., 2005;
Yilmaz; Sova; Ergin, 2018).

Conforme constatado no estudo de Franca e colaboradores (2011), a
versatilidade estrutural deste composto quimico unido a potencial interacéo dela com
0s principais alvos moleculares e receptores do organismo vivo, tornam o AC uma
substéancia atrativa para o desenvolvimento de analogos.

Principalmente, diante da busca por novos compostos farmacologicamente
ativos, os derivados do acido cinamico (DAC) se mostram promissores, demonstrando
potencialidade para o desenvolvimento de farmacos para a industria farmacéutica
(Sova, 2012; Souza, 2015; Safaeian et al., 2024).

Ademais, os DAC naturais e sintéticos sdo amplamente empregados como
ingredientes na industria cosmética, majoritariamente na funcéo perfumante, podendo
ser adicionadas também derivados do AC com a funcdo fotoprotetora,
condicionamento do cabelo e pele, atividade antimicrobiana e como antioxidante
(Gunia-Krzyzak et al., 2018).

2.2 VOLUMETRIA

A aplicacdo da quimica analitica possui um valor significativo na sociedade
contemporanea, uma vez que desenvolve ferramentas para a andlise quimica e facilita
a sua aplicacdo, a partir do desenvolvimento de métodos. Dentre as técnicas
analiticas mais precisas, econdmicas e Uteis se encontram a volumetria, também
denominada de titulometria (Rajan; Tiwatane, 2020; Blazheyevskiy et al., 2022;
Georgievna, 2023).

A volumetria ou titulometria € um método rapido, que pode ser realizado de
maneira manual ou de forma automatizada, e depende do tipo de analito ou substancia
investigada para a determinacao do tipo de titulagdo, bem como solucdo padréo e
reacdo. Garantindo assim, a aplicabilidade desta técnica em um método que seja
sensivel o suficiente para gerar informacdes quantitativas sobre o analito titulado (De
Caro et al., 2023; Wang; Geng; Zhu, 2024).

2.2.1 Propriedades de aplicacao da técnica
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A aplicabilidade da titulacdo é dependente de algumas propriedades essenciais
para o sistema volumeétrico, sendo estes requisitos: a estequiometria da reacao, ou
seja, a reacao entre o analito e o reagente deve ser bem definida; o ponto de
equivaléncia sera o valor tedrico ideal que ocorre o balango estequiométrico ou
equivalente e a mudanca € detectada, sendo o valor real de “viragem” chamado de
ponto final, a reacdo deve acontecer de maneira rapida; deve haver especificidade,
ou seja, sem interferentes e reacdes colaterais que impossibilitem ou mascarem 0s
resultados. Quando a reacdo estiver finalizada, deve ocorrer alguma alteracao
significativa em uma caracteristica da solucdo, pode ser em uma propriedade fisica
ou elétrica, para a identificacdo podem ser usados instrumentos ou indicadores (sédo
a exemplos, a alteracdo de pH, cor e forma). Por fim, a reacdo deve quantitativa, o
equilibrio deve estar favoravel para a direita, ou seja, a favor da reagéo para que haja
a deteccdo de mudanca de forma precisa (Baccan et al., 2001; Christian; Dasgupta;
Schug, 2014; Skoog et al., 2015).

Figura 4. Requisitos necessérios para a aplicacdo da volumetria
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Fonte: Autoria propria (2024).

2.2.2 Processo de titulagéo
O processo de titulagdo consiste na investigacdo de uma substancia,
denominada analito, de concentragdo desconhecida que reage diante da adi¢éo de

outra substancia de concentracdo conhecida, chamada de solugcdo padréo.
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Normalmente, em titulacdes diretas essa solucao padrédo é adiciona na bureta, em
titulacdes indiretas a substancia desconhecida esta presente na bureta, como ocorre
em processos de padronizacao de titulantes. A bureta é um instrumento volumétrico,
capaz de fornecer medida em volume, que permite 0 escoamento/gotejamento do
titulante por meio de uma torneira. Apds a deteccdo da conclusdo da reacéo entre o
titulante e o material titulado, o volume gasto marcado na bureta é usado para calcular
a quantidade de analito, uma vez que € conhecida a concentragdo do reagente e a
estequiometria da reacao entre analito e o titulante (Baccan et al., 2001; Skoog et al.,
2023).

Figura 5. Esquema do método de volumetria utilizando indicador

| i Bureta
\/ ?
i - Torneira
Indicador
| & Erlenmeyer
Amostra £
) | 1l LI
ificager . l 0 indicador acido-baseindica o ponto final da
' = titulagao pela mudanca de cor

Fonte: Adaptado de Ray (2024).

Além disso, estdo inclusos dentro do processo de titulacdo a preparacao da
solucéo-padréo, preparacdo da amostra, escolha dos solventes, cuidado e afericdo
dos equipamentos, da escolha de indicadores ou outros sistemas que permitam a
detecc¢do do ponto final. Sendo a natureza da substancia investigada essencial para

escolha do tipo de titulagéo a ser escolhido (Baccan et al., 2001; Christian; Dasgupta;
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Schug, 2014; Brasil, 2019b).

2.2.3 Tipos de titulagbes volumétricas

Existem diferentes classificacbes de titulacbes volumétricas e elas estdo

relacionadas ao tipo de reacdo que ocorre quando ha a interacdo analito e titulante,

por isso possuem caracteristicas distintas. A técnica de titulacdo pode ser aplicada

em meio aquoso e ndo aquoso, no qual o primeiro consiste na atribuicdo do analito a

ser titulado em solugcédo aquosa, enquanto que em um meio ndo-aquoso corresponde

a outros tipos de solventes utilizados, como por exemplo, o uso de solventes

organicos. Em ambos os casos devem ser considerados a solubilidade do analito a

ser investigado (Baccan et al., 2001; Brasil, 2019b; Skoog et al., 2023). No quadro 2,

sdo categorizados os tipos de titulagéo volumétricas mais comuns.

Quadro 2. Tipos de titulagdo volumétricas

Titulacdes
volumétricas

Caracterizacao

Acido-base

Conhecida também como volumetria de neutralizacéo por ser
um meétodo de andlise baseado na reacao de neutralizacédo
entre os ions H+ e OH-. Usada para investigar compostos
inorganicos e organicos, acidos ou basicos, que serao
titulados com titulantes de natureza acido-base oposta. No
ponto final, a reacédo provoca uma alteracao de pH, que pode
ser identificada pelo uso de um indicador acido-base ou um
medidor de pH. E importante salientar que a acidez e a
basicidade de muitos acidos e bases organicas podem ser
aumentadas pela titulacdo em solvente ndo aquoso.

Precipitacéo

Durante a titulacdo, € observada a formacdo de um produto
insolavel (precipitado) resultante da reagdo do analito e do
titulante. O nitrato de prata € um dos titulantes mais comuns
neste tipo de volumetria. A identificacdo do ponto final pode
ser feita recorrendo a indicadores ou através do
monitoramento elétrico do potencial da solucao.

Complexométrica

Neste tipo de volumetria, o titulante € um reagente que forma
um complexo solivel em agua com o analito, ou seja, um ion
metalico. O titulante costuma ser um agente quelante, sendo
o0 acido etilenodiaminotetracético (EDTA) um dos agentes
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guelantes mais Uteis utilizados para este efeito. Reage com
um grande nimero de ions metalicos e podem ser controladas
pelo ajuste do pH. Ademais, os indicadores podem ser
utilizados para formar um complexo altamente colorido com o
ion metalico.

Reducao-Oxidacgéo

A titulacdo de um agente oxidante com um agente redutor,
chamada de reacao redox. Havendo ganho (agente oxidante)
e perda (agente redutor) de elétrons em uma reagdo entre
eles. A forca de um desses agentes é um fator essencial para
gue ocorra a reacao. Podem ser usados para a deteccdo do

ponto final equipamentos eletrométricos ou indicadores
apropriados.

Fonte: Christian, Dasgupta e Schug (2014) e Garg, Goyal e Das (2022).

2.3 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Historicamente, a ideia de validacdo surgiu em 1978 nos Estados Unidos da
América e ao decorrer dos anos ganhou novo significado diante da ampliacdo do uso
e adesdo nos diferentes ramos industriais. O significado do termo validagédo, que
corresponde a “avaliacdo de validade ou agdo de comprovacao de eficacia”, parece
simplista, mas corresponde a um processo que envolve técnicas, pessoas,
equipamentos e materiais, além de regulamentacdes e evidéncias documentadas
(Lavanya et al., 2013; Sharma; Goyal; Chauhan, 2018).

Segundo Raposo e lbelli-Bianco (2020), a validacao de método é descrita como
0 processo de provar que um método analitico € aceitavel para a finalidade pretendida.
Assim, entende-se que a aplicacdo da validagcdo do método analitico confirma a
capacidade deste de fornecer resultados consistentes e confiaveis, mesmo em caso
de alteracbes, como a sua realizacao em diferentes laboratorios e instrumentos ou por
diferentes operadores (Sharma; Goyal; Chauhan, 2018).

Diante do desenvolvimento de novos métodos para a investigacao de insumos
e novos medicamentos, quando ndo ha métodos oficiais disponiveis em documentos
oficiais, faz-se necessaria a validacdo desses métodos analiticos. Da mesma forma
que a criacdo de métodos de andlise alternativos, quando validados garantem a
seguranca do processo e possibilitam melhora do método e reducédo de tempo e/ou

custo (Ravisankar et al., 2015).
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realizacdo de

procedimentos investigativos e de producado, vantajosos para o setor industrial, em

destaque a area farmacéutica, e também a populacdo. Assim, revela vantagens

econbmicas e de satisfacdo que respalda a relevancia de métodos analiticos

validados e de estudos de validacao (Raposo; Ibelli-Bianco, 2020; Pathuri et al., 2013).

2.3.1 Regulamentacao

Internacionalmente, existem diversas agéncias e organizacdes reguladoras

(Quadro 3), as quais séo responsaveis por definirem os padrées de qualidade e

estabelecer protocolos que correspondem a referéncia para concessao de aprovacao,

autenticacdo, registro e validacdo de métodos analiticos, processos industriais e

produtos (Doltade; Saudagar, 2019).

Quadro 3. Exemplos de organizacfes e agéncias internacionais regulamentares

Organizagdes e agéncias internacionais Sites
International Organization for Standardization | www.iso.ch
(1SO)

International Conference on Harmonization (ICH) | www.ich.org

Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD)

www.oecd.org

Food and Drug Administration (FDA)

www.fda.gov/cder/guidance

Environmental Protection Agency (EPA)

WWWw.epa.gov

e Quality systems

http://www.epa.gov/quality/bes
tlabs.html

e Office of Solid Waste

Www.epa.gov/osw

(AACC)

e US-EPA, Region 4, Science and | www.epa .gov/region4/sesd
Ecosystem Support Division
American Association for Clinical Chemistry | www.aacc.org

American Association of Cereal Chemistry (AACC)

www.aaccnet.org/
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American Oil Chemists Society (AOCS) WWW.a0Cs.org

The Society of Quality Assurance (SQA) Www.sga.org

American Society for Testing and Materials | www.astm.org
(ASTM)

Association of Official Analytical Chemists | www.aoac.org
International (AOAC International)

National Institute of Standards and Technology | www.nist.gov
(NIST)

Fonte: Adaptado de Christian, Dasgupta e Schug (2014).

Na area farmacéutica, uma comissdo de grande relevancia em diversos
continentes quanto a validacdo de métodos analiticos é a International Conference on
Harmonisation (ICH), a qual reune autoridades mundiais de regulacdo de
medicamentos e da indastria farmacéutica para discussdo, harmonizacdo dos
requisitos técnicos para medicamentos e publicacdo de diretrizes que servem como
base mundialmente (Marson et al., 2020).

Em territério nacional, a regulamentacdo de validacdo analitica é de
responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que possui
compéndios oficiais com métodos validados (Brasil, 2019a; 2019b) e também integra
a comisséo internacional ICH como membro (Brasil, 2022).

Como autoridade regulamentadora no Brasil, a ANVISA dispde da Resolucao
n°166, de julho de 2017, que regulamenta questdes sobre a validacdo de métodos
analiticos no pais (Brasil, 2017). Outro 6rgao importante no Brasil, que corresponde
também a validacdo de métodos, € o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizac&o
e Qualidade Industrial (INMETRO) que possui o documento DOQ-CGCRE-008 de
carater orientativo (INMETRO, 2020). Ademais, o Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) é o 6rgdo nacional regulamentador para validagdo de
métodos analiticos para produtos de alimentacdo animal e medicamentos veterinarios
(Rath; Martinez-Mejia; Schroder, 2015).

2.3.2 Parametros da validacao analitica

De acordo com a RDC n° 166/2017, a validacdo analitica € definida como a

“avaliacdo sistematica de um método por meio de ensaios experimentais de modo a
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confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os requisitos especificos para seu
uso pretendido sdo atendidos”. Nesse sentido, na validacdo de métodos analiticos
devem ser considerados alguns parametros (Quadro 4), os quais irdo variar de acordo
com o tipo de método aplicado no ensaio realizado (Brasil, 2017).

Quadro 4. Parametros a serem considerados na validacao analitica

Teste de Impurezas Doseamento
-Dissolucéao
Parametro avaliado | Identificacéo o o -Uniformidade
Quantitativo | Qualitativo de conteldo
-Poténcia
Exatidao Nao Sim N&o Sim
Precisao Nao Sim N&o Sim
Repetibilidade
. PreC'S"f‘P. Nao Sim N&o Sim
intermediéaria
Seletividade Sim Sim Sim Sim
Limite de deteccao Nao N&o Sim N&ao
Limite de N&o Sim N&o N&o
guantificacéo
Linearidade Nao Sim N&o Sim
Intervalo Nao Sim Nao sim

Fonte: Brasil (2017).

Dessa forma, a partir da aplicagdo desses parametros é possivel verificar se o
método corresponde ou ndo aos requisitos para a validagdo. Logo, torna-se

necessario compreender conceitualmente ao que se refere 0s principais parametros
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utilizados na validacdo de métodos analiticos.

A seletividade € o parametro que avalia a capacidade do método em identificar
e/ou quantificar o analito investigado na presenca de interferentes que podem estar
contidos na amostra, como excipientes, possiveis impurezas, ser componentes da
matriz e/ou diluentes. Assim, o método demostra seletivo quando comprova que a
resposta obtida é exclusiva do analito (Brasil, 2017; ICH, 2023).

Ja a linearidade refere-se a capacidade do método de fornecer respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentragcdo da substancia na amostra
investigada. Para a analise, devem ser respeitados os critérios estabelecidos bem
como os hiveis de significancia dos testes estatisticos (Sebben et al., 2010; Brasil,
2017).

O Limite de Deteccao (LD) corresponde a menor quantidade de analito capaz
de ser identificada pelo método. Enquanto isso, o Limite de Quantificacdo (LQ) é a
menor quantidade de analito/substancia investigada que o método aplicado consegue
quantificar com precisdo e exatiddo aceitaveis (ICH, 2023).

O parametro de precisdo consiste na capacidade de um método analitico
garantir concordancia em uma série de resultados do método, que deve ser analisado
por meio da repetibilidade (respeita as mesmas condi¢cdes e demonstra precisao),
precisdo intermediaria (em diferentes condicbes, seja dias, instrumentos e/ou
analistas) e reprodutibilidade. Diretrizes internacionais determinam a necessidade de
conformidade para a avaliagdo da repetibilidade, a qual devem ser estipulados
diferentes niveis de concentracdes e numero de réplicas, minimo de trés niveis e
triplicatas, ou a concentracao total (100%) em no minimo seis replicatas (Ravisankar
et al., 2015; ICH, 2023).

A exatiddo de um método € obtida por meio do nivel de concordancia entre os
resultados da analise em comparacdo a um valor considerado verdadeiro (Brasil,
2017).

Quanto a robustez, refere-se a testes que indicam a capacidade do método em
resistir a pequenas variagdes propositais das condi¢des analiticas (Brasil, 2017; ICH,
2023).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia analitica de um método volumétrico para

quantificacdo de acido cindmico em matéria-prima.
3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as condicdes das reacdes estequiométricas com base nas
caracteristicas quimicas do analito que fundamente o desenvolvimento do
meétodo analitico utilizando da técnica de volumetria de neutralizacdo aplicado

para quantificacdo do acido cinamico em matéria-prima;

e Avaliar a influéncia de diferentes indicadores acido-base na determinacao do

ponto de viragem da titulagdo no desenvolvimento do método analitico;

e Validar o método desenvolvido em conformidade com os parametros

estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Amostra

O &cido cinamico (AC), em matéria-prima na sua forma trans, foi adquirido da
Sigma-Aldrich (Brasil), 2 99% de pureza.

4.1.2 Reagentes

O hidroxido de sédio (NaOH) foi comprado no Brasil da Dindmica. O biftalato
de potassio (KHP) foi obtido da Quimica Especializada Erich (Brasil). A agua destilada
foi obtida pelo sistema de osmose reversa. O alcool etilico 95% PA, o etanol absoluto
(99%) e o élcool etilico 96°GL foram obtidos, respectivamente, da AlphaTec (Brasil),
Dindmica (Brasil) e Ciavicco (Brasil). Os indicadores (fenolftaleina, azul de
bromotimol, vermelho de metila e vermelho fenol) foram obtidos da Vetec (Brasil).
Quanto aos excipientes grau farmacéutico foram adquiridos no Brasil: a celulose
microcristalina 101, amido de milho e estearato de magnésio da Fragon, o glicolato de
amido sédico e croscarmelose da Valdequimica, o talco da Orion e aerosil da

Purifarma.
4.2LOCAL DE PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Controle de Qualidade, localizado
no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), Campus | da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

4.3.1 Preparacéo do titulante

Inicialmente foi realizado o preparo das solugcbes para posterior titulacdo e

padronizacdo. Para o preparo da solucdo de Hidroxido de sodio (NaOH) com
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concentracdo molar de 0,1M, foi utilizada a formula da Molaridade (Equacéo 1) para
determinar a quantidade de massa a ser pesado e a concentracdo estipuladas do
NaOH. Apos a pesagem da massa obtida, 8g, foi realizado com o auxilio de um bastéo
de vidro a dissolu¢cdo do NaOH com agua destilada em um béquer, sendo transferido
para um baldo volumétrico de 2L, o qual foi completado até a marca de afericdo da

vidraria. Por fim, a solucéo foi devidamente homogeneizada e identificada.

m
M= MM.V (1)

Em que,

M = concentracdo molar (mol/L)
m= massa (q)

MM= massa molar (g/mol)

V= volume (L)

4.3.2 Padronizacao do titulante

O padréo primario selecionado foi o KHP, o qual possui uma pureza de 99,95%.
Para a padronizacdo foi realizada em triplicata a partir da titulacdo do titulado
preparado de KHP mais o indicador de pH fenolftaleina, para identificar visualmente o
ponto de viragem da reacdo de neutralizacdo, e assim, mensurar a concentracao do
titulante (NaOH) pelo volume gasto na bureta.

Utilizando uma balanca analitica, foram pesados em papel de celulose
aproximadamente 0,2g de biftalato de potassio com o auxilio de uma espétula, sendo
transferido para Erlenmeyer de 150 mL, devidamente identificado, diluido com 50 mL
de agua destilada e havendo adicdo de 2 gotas da fenolftaleina. As massas de KHP
das amostras e os volumes gastos na titulagdo foram anotados. Além disso, foi
realizada a titulagdo em branco (sem a presenca do analito), para estipular o erro de

titulacao.

4.3.3 Titulagcdo do Acido cinamico e escolha do indicador

Foram pesados aproximadamente 0,29 de AC em matéria prima, o qual foi
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transferido para Erlenmeyer de 150 mL, devidamente identificado, diluido com 25 mL
de alcool etilico 96°GL e duas gotas do indicador selecionado. A selecéo do indicador
utilizado no método ocorreu de acordo com os resultados obtidos na titulacdo, sendo
considerado aquele que conceda menos erros (para andlise foram calculados o teor

e desvio padréo relativo).
4.3.4 Célculos utilizados durante a titulacéo

Para o célculo da concentracao foi utilizado as noc¢des de Fator de analise (FA)
e Fator de correcédo do titulante (FC). O Fator de analise corresponde a quantidade
em massa do analito que reage com 1mL de uma solugdo reagente volumétrica
padronizada com uma concentragdo conhecida. Enquanto o FC do titulante,
corresponde ao volume tedrico sobre o volume experimental, que foi calculado a partir

do FA encontrado e massa pesada.

m volume teérico (mL
C= ou FC = frico Gnb) (5
FA.(Vgasto—Vbranco)

" volume efetivo (mL)

Onde,

FC = Fator de correcéo

m= massa (mg)

FA= Fator de analise

Vgasto= volume gasto na titulagdo da amostra(mL)
Vbranco= volume gasto na titulagdo do branco (mL)

Ademais, aos célculos de FA do AC e do FC foram realizados a determinacao
do teor em miligramas (mg) e em porcentagem (%) do analito (AC) a partir dos valores
obtidos na titulacéo, utilizando as equacdes 3 e 4, respectivamente.

Teor (mg) = FA.FC .(Vgasto — Vbranco) (3)



teor(mg)

Teor (%) = .100 (4)

massa efetiva (mg)

Onde,

FC = Fator de correcéo

m= massa (mg)

FA= Fator de analise

Vgasto= volume gasto na titulacdo da amostra(mL)

Vbranco= volume gasto na titulacdo do branco (mL)

4.4 VALIDACAO DE METODO ANALITICO
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A validacdo do método analitico foi realizada utilizando os parametros

determinados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no documento

oficial emitido pela Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 166, de 24 de julho de

2017.

Figura 6. Parametros de validacdo de um método analitico

Seletividade

Limi.ﬂ.e de.. Linearidade
quantificagdio
Par@metros de validagto
analitica
I;;:':;;I: Robustez

Exatiddo Precistio
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Fonte: Autoria prépria (2024).

4.4.1 Seletividade

Para garantir a seletividade quanto a identificacdo e quantificacdo do analito
(acido cinamico) foi realizada a mistura deste a outros compostos quimicos que
geralmente s&o utilizados como excipientes e/ou adjuvantes de formulacdes
farmacéuticas sdlidas, uma vez que a amostra investigada também se encontra na
forma de p6. A mistura de excipientes corresponde a presenca de celulose (80%),
amido (10%), glicolato (2,5%), croscarmelose (2,5%), estearato (2%), talco (2%) e
aerosil (1%). Assim, as amostras preparadas continham uma mistura do analito
(200mg), excipientes (200mg), 25mL de etanol 95% e indicador, sendo realizado a
titulagdo em triplicata.

Além disso, para garantir que os resultados obtidos nesse estudo néo
sofressem alteracBes ocasionadas por interferentes da propria solucéo, foi realizado
para cada ensaio testes em branco, que corresponderam a analise das amostras sem

o analito.

4.4.2 Linearidade e limites de deteccao (LD) e de quantificacéao (LQ)

Para identificar a linearidade do método, ou seja, verificar se a resposta é
proporcional a concentracao do analito, foram estabelecidos cinco niveis diferentes
do analito equivalente a 50, 80, 100, 120 e 150% da massa pesada. Nesse sentido,
foram pesados, respectivamente, 100, 160, 200, 240 e 300 mg de AC para as
amostras a serem tituladas, havendo no minimo a realizac&o de triplicata mais teste
branco. Para a criacéo dos gréficos e calculos acerca da equacgéo da reta de regressao
(y em x) pelo método dos minimos quadrados, coeficientes angulares de correlacao
(r) e de determinacao (r?) dentre outras fun¢cdes matematicas, a ferramenta Excel da
Microsoft Office.

A respeito dos limites de detecc¢éo (LD) e quantificacao (LQ), foram calculados

a partir das férmulas:

__33x0

—

LD
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__10xo
T Ic

LQ (6)
em que, o foi obtido pelo desvio padrédo do intercepto com o eixo Y (o) e pela
inclinacdo das curvas (IC).

Quanto a avaliacdo da homoscedasticidade, esta foi realizada a partir do teste
de Cochran, e a avaliacdo do coeficiente angular a partir do teste F (pela ANOVA) e
valor de p (obtido pelos célculos de regressao), sendo adotandos em ambos o nivel
de significancia de 5%. Os graficos de dispersao dos residuos foram elaborados a

partir dos dados de regresséo e desvios da curva.

4.4.3 Precisao

Para avaliar o parametro de precisdo do método foram estabelecidos os
seguintes passos: utilizacdo do mesmo lote de acido cindmico; realizar duas vezes a
titulacdo de seis réplicas a 100% (cem por cento) da concentracdo do teste
individualmente preparadas. Ademais, o teste foi feito em dois dias diferentes, por
operadores distintos, e a cada dia foi realizada a preparacédo de um novo titulante de
mesma concentracdo que o primeiro dia, bem como foi feita uma nova padronizagéo
do mesmo.

Conforme indicado na RDC 166/17, a precisdo deve ser demonstrada pela
disperséo dos resultados e para isso utiliza-se o calculo matematico de desvio padrdo
relativo (DPR), o qual consiste na razado do desvio padréo (DP) pela concentracao
média determinada (CMD).

DPR = ==~ %100 (7)
CMD

Conforme previsto pela Coordenacédo geral de acreditacdo do INMETRO
(INMETRO, 2020) e a Associagdo Internacional de Quimicos Analiticos Oficiais

(AOAC International, 2016), foram considerados os valores de DPR de até 2%, que



39

corresponde a fracdo massica igual 1 e 100% do analito.

4.4 4 Exatidao

A avaliacdo da exatiddo ocorreu conforme a determinacdo da recuperacéo
média (R), pela relagédo entre a concentragdo média, determinada experimentalmente,
e a concentracdo tedrica. Os valores obtidos sdo correspondentes a cada nivel de
concentracdo da linearidade (baixo, médio e alto), onde foram feitos em triplicata.

Além disso, devem ser calculados o DPR de cada concentracéao.

Concentracdo média experimental

Recuperacio = x100 (8)

Concentracao teérica da amostra

4.4.5 Robustez

Foi avaliada através da variacdo do volume do etanol, em 60 e 160% do volume
padrao (25mL), ou seja, 15 e 40mL; variacdo do volume do indicador em 50 e 150%
em relacdo ao volume padrdo (50uL), respectivamente, 25 e 75uL; variacao do tipo
de etanol utilizado (95%) correspondente a diferentes teores (96 e 99%); e a variagcao
de £20% concentracédo de NaOH utilizada (0,1M), ou seja, 0,08 e 0,12M.

Para a realizacédo da solucdo de NaOH nas diferentes concentragbes foram
necessarias a realizacdo de padronizacdes utilizando o padréo primério biftalato de
potassio, conforme descrito anteriormente no item 4.3.2, respeitando os calculos
respectivos para os fatores de correcdo (FC) dos ensaios de 0,08 e 0,12M.

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados avaliados a partir do
teor obtido em porcentagem (%), do valor de recuperacéo (%) e do desvio padréo
relativo (DPR).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO POR VOLUMETRIA

A volumetria ou titulometria, € um método classico da quimica analitica
experimental, capaz de quantificar um analito de interesse (amostra) por meio da
reacdo quimica deste com outra substancia em solugéo de concentragdo conhecida
(solucéo-padréo). Diante disso, é possivel calcular a quantidade do constituinte
investigado, em decorréncia da quantidade utilizada da solucéo padrédo para a reacao,
gue deve ser claramente determinado (Baccan et al., 2001; Skoog et al., 2015; 2023).

Mediante a caracteristica altamente higroscopica do hidréxido de sédio, a qual
interfere na precisdo da pesagem da matéria prima, nao é possivel estabelecer
devidamente a concentracao da solucdo da mesma (Carr; Hage, 2011; Gomes et al.,
2021).

Nesse sentido, torna necessario que haja a padronizacdo desta solucao
utilizando um padrao primario através do método de titulacdo do mesmo para garantir
melhor exatiddo do sistema (Brasil, 2019b). Desse modo, para fazer a volumetria do
AC foi utilizado o NaOH como titulante, padronizado pelo KHP (Figura 7), e identificada
a reacao de neutralizacdo (Equacédo 4) a partir da observacéo da alteracdo da cor,
devido ao uso do indicador de pH.

A reacéo entre o biftalato de potassio e o hidréxido de sodio consistem em uma

neutralizacédo de propor¢ao 1:1, a qual pode ser observada abaixo.

Figura 7. Padronizagdo do Hidroxido de Sddio utilizando o Biftalato de potassio
CooH CO0Ma
+ MaOH ——— - + HO
CO0K OOk

KHP  CyHs Ok
Mol Wt = 204 22 ganol

Fonte: Princenton (2024).

A preparacao do titulante e sua padronizagdo ocorreram como descrito na
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metodologia. Os dados obtidos na padronizacéo (Tabela 1), junto ao fator de andlise
do KHP (20,42 mg/mL), para a solu¢cao do NaOH a 0,1 M, e a titulagdo em branco (0,1
mL) foram utilizados para o célculo do fator de correcdo, para determinar o fator de
correcgéo, resultando em FC igual a 0,974, com um desvio padrao de 0,005.

Tabela 1. Valores da Padronizacéo do Biftalato de potassio (KHP) no dia 1

PADRONIZACAO

Padréo Volume gasto Volume teorico Fator de Correcéo
Amostras (mL) (FC)
(mg) (mL)
1 201,9 10,10 9,89 0,979
2 202,8 10,25 9,93 0,969
3 201,8 10,15 9,88 0,974

Fonte: Autoria propria (2024).

ApGs a padronizacao do titulante, foi realizada a titulagdo do &cido cindmico
para escolha do indicador e obtidos os teores e desvio padrao relativo (DPR). Para os
calculos dos teores de AC foram utilizados os dados da titulacdo, o FA do AC (cada
mL NaOH 0,1M equivale a 14,815 mg AC) e o FC obtido anteriormente (0,974).

A reacao do acido cinamico (AC) com o a solucédo do hidréxido de sédio (NaOH)
também € uma reacao de neutralizacdo, uma vez que o NaOH é uma base forte que
promove a ioniza¢do da solugéo, o hidrogénio (H*) do grupo carboxila (-COOH) da
molécula (CoHsO2) interage com o a hidroxila (OH") do NaOH resultando na formacgéao
de molécula de agua (H20), sendo formado também um sal (CoH7NaO2). Tal qual pode

ser observado:



Figura 8. Reacéo entre o Acido Cinamico (AC) e Hidroxido de Sodio (NaOH)

Na"

*Moléculas geradas pelo web-application MolView.

Fonte: Autoria prépria (2024).
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Para minimizar os erros de uma titulacdo acido-base deve ser escolhido um

indicador de pH adequado, que apresente uma mudanca de cor que corresponda ao

pH préximo ao ponto de equivaléncia. Outra medida que pode ser utilizada para

minimizar possiveis erros durante a titulacéo acido-base € a correcdo com um branco,

medida também utilizada neste método (Skoog et al., 2015).

Dessa maneira, para escolher qual o indicador a ser utilizado foram realizadas

de maneira prévia, a validacéo analitica, a titulacdo do AC em duplicata com quatro

diferentes indicadores. Os indicadores investigados foram a fenolftaleina, o azul de

bromotimol, o vermelho de metila e o vermelho fenol.

Quadro 5. Carateristicas dos indicadores de pH

Indicador de pH

Intervalo de pH

Mudanca de cor

Fenolftaleina 8,3-10 Incolor para vermelho
Azul de bromotimol 6,2-7,6 Amarelo para azul
Vermelho de metila 4,2-6,3 Vermelho para amarelo
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Vermelho fenol

6,8-8,4

Amarelo para vermelho

Fonte: Adaptado de Skoog e colaboradores (2023).

Conforme pode ser observado na tabela 2, grande parte dos indicadores

apresentaram um baixo DPR e teores de AC préximos a 100%, ndo apresentando

diferenca significativa entre eles, com excecéo do indicador Vermelho de metila.

Tabela 2. Valores da titulagdo do Acido cinamico (AC) para escolha do indicador

Teor
Massa Volume
Indicadores de pH Amostra de AC gasto de DPR %
(mg) NaOH (mL) mg %
1 200,6 13,95 198,41 98,91
0,12
Fenolftaleina 2 200,2 13,90 197,69 98,75
Branco - 0,20 - -
1 200,4 14,05 200,14 99,87
0,29
Azul de bromotimol 2 200,5 14,00 199,42 99,46
Branco - 0,18 - -
1 200,3 13,60 193,36 96,53
5,52
Vermelho de metila 2 200,4 12,60 178,93 89,29
Branco - 0,20 - -
Vermelho fenol 1 200,7 14,00 198,99 99,15 0,34
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2 199,0 13,95 198,27 99,63

Branco - 0,21

Fonte: Autoria prépria (2024).

Vale salientar que dentre os indicadores avaliados, o vermelho de metila possui
a menor faixa de pH, o que pode justificar seus baixos valores de teores e alto DPR,
sendo este uma opc¢ao de indicador néo viavel para esse método. Isto ocorre devido
a mudanca do pH, na faixa de 4,2 — 6,3 (Quadro 5), sem a completa reacdo do AC
com o NaOH. O pKado AC é de 4,37 (Hu et al., 2021) e sua neutralizacdo deve ocorrer
acima do pH 7,2, como € ilustrado na distribuicao tedrica da forma molecular/ionizada
em fungdo do pH, respectivamente representadas pela cor laranja (1) e verde (2)
(Figura 9).



Figura 9. Distribuicéo tedrica de espécies do acido cinamico (AC) em funcao do pH obtida no software Marvin
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Legenda: Forma molecular do acido cindmico nado ionizada em laranja (1) e ionizada em verde (2). Fonte: Autoria propria (2024).
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Observa-se que a distribuicéo entre as formas molecular e ionizada ocorrem de
maneira inversamente proporcional, uma vez que durante a adicdo do titulante na
amostra € esperado a interacao entre as substancias e a consequente mudanca de
pH. Por conseguinte, nota-se que a partir do pH 7 ocorre a ionizagdo completa da
molécula, o que pode explicar o motivo de ndo haver diferencas significativas entre os
indicadores que possuem viragem acima desse valor.

Nesse sentido, dentre as opcdes favoraveis, tomou-se a liberdade de
selecionar o indicador Fenolftaleina, que possui uma faixa de pH de mudanca de cor
de 8,3 - 10, devido ao seu 6timo DPR (0,12%) e bons valores de teor de AC dentre os
indicadores. Adicionalmente, foi estabelecido o uso de 50 pL do indicador para a

padronizacdo dos experimentos.

5.2 VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR VOLUMETRIA

5.2.1 Seletividade

O método demonstrou-se seletivo para o AC, uma vez que, mesmo havendo a
adicdo de excipientes nas amostras, com peso equivalente correspondendo a
proporcao do ativo:excipientes (50:50 m/m), os dados apresentaram teores em massa
(mg) e em porcentagem (%) préximos a totalidade esperada, além de um desvio

padrdo pequeno, como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Dados referentes a seletividade do Acido cindmico (AC)

SELETIVIDADE

Volume Teor do AC Média

Amostra* gasto Teor do AC Desvio
(mQ) (mL) (mQ) (%) (mg / %) Padréo
1 200,9 14 199,11 99,11
201,28/
100,00 0.78

2 200,8 14,2 202,00 100,60




3 200,7

14,15

201,28

100,29

47

*As amostras contém 200mg do insumo (AC), 200mg da mistura de excipientes (80% de celulose,

10% de amido, 2,5% de glicolato, 2,5% de croscarmelose, 2% de estearato, 2% de talco e 1% de

aerosil).

Fonte: Autoria prépria (2024).

5.2.2 Linearidade e limites de deteccéao (LD) e de quantificacéao (LQ)

A area grafica obtida foi proporcional as concentracfes do analito e obteve-se

0S seguintes dados:

Tabela 4. Dados referentes a linearidade, curva de calibragéo, LD e LQ na validagdo do método

analitico

LINEARIDADE

Massa Volumes gastos de NaOH 0,1M (mL)*

% AC Desv~|o CV (%)
padréo

(mg) nil n2 n3 Média
50 100 7,27 7,16 7,13 7,19 0,07 1,04
80 160 11,19 11,21 11,27 11,23 0,04 0,36
100 200 13,95 13,94 13,91 13,93 0,02 0,16
120 240 16,72 16,77 16,57 16,69 0,10 0,62
150 300 20,72 20,86 20,83 20,80 0,07 0,34

Equacédo dareta
(LM)

0,0681x + 0,3448

0,9999
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r2 0,9998
LD (mg) 2,88
LQ (mg) 9,61

*Os volumes gastos receberam o tratamento de correcao.
Legenda: CV: coeficiente de variacdo; LM: linearidade média,; r: coeficiente de correlacao; rz:
coeficiente de determinagéo; LD: limite de detecgéo; LQ: limite de quantifica¢do. Fonte: Autoria
propria (2024).

Diante dos dados € observado um baixo coeficiente de variacdo (CV), bons
valores de limites de deteccédo (LD) e de quantificacao (LQ), além disso, o coeficiente
de correlacao (r) apresentado € 0,9999, ou seja, acima de 0,99 que de acordo com a
RDC 166 de 2017, significa que o método apresenta linearidade. Ademais o
coeficiente de determinacédo (r?) € igual a 0,9998, o que significa que a variancia dos
dados obedece a uma ordem linear, ou seja, quanto maior o r2 mais linear € o modelo.
Assim, a variacdo em y em funcéo de x pode ser aplicada pelo método linear, tal como
pode ser observado no grafico 1.

Grafico 1. Resultado da andlise de Linearidade Média

Linearidade média

25,00
20,00 A
5 /
£ 15,00
£ /
y = 0,0681x + 0,3448

5 10,00
S / R2 = 0,9998
>

5,00

0,00 : : : ‘

0 100 200 300 400

Peso (mQ)

Fonte: Autoria propria (2024).

A homocedasticidade consiste em uma propriedade estatistica utilizada para
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analisar em modelos de regressfes se a variancia dos erros € constante. O valor C
calculado foi de 0,4525, obtido pela razdo da maior variancia pelo somatoério das
variancias. O valor obtido foi menor que o C critico tabelado de 0,6838 (cinco niveis
em triplicata), logo o erro existente independe da concentracdo investigada, por iSso
consideramos o presente modelo como homocedastico (Abe-matsumoto et al., 2018;
Estrella, 2023).

Bem como observado na plotagem de residuos, € possivel notar a distribuicao
de pontos + 3 DP e de maneira aleatoria o que sustenta a hipotese de independéncia
dos erros, ou seja, ndo apresenta tendéncias (Gréfico 2). Os valores foram calculados
a partir dos dados de regresséo linear representados pela diferenca entre os valores

observados e esperados (Abe-matsumoto et al., 2018; Chaves Junior, 2023).

Gréfico 2. Plotagem de residuos padronizados do Acido cindmico (AC)
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Fonte: Autoria propria (2024).

Na avaliagcado dos coeficientes angulares, o valor-p estatisticamente confirma
probabilidade da veracidade da hip6tese nula (nenhum efeito), o valor obtido é muito
baixo o que significa que € improvavel que a hipétese nula seja verdadeira. Em outras
palavras, o coeficiente angular € significativamente diferente de zero (Ferreira; Patino,
2015).

Ainda, para atestar a relacao linear, pela aplicacdo do teste F, foi obtido um
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valor de 75372, maior que o valor tabelado (4,67), descartando a hipétese nula, o que
corrobora com o dado obtido de coeficiente de correlagdo, e confirmando que o
método € linear (Ferreira; Patino, 2015; Chaves Junior, 2023).

5.2.3 Precisao

O método investigado apresentou-se preciso, conforme pode ser observado na
tabela 5 que demonstra os baixos valores de desvio padrao relativo (DPR).

Tabela 5. Dados referentes ao parametro de precisdo do método analitico, expressa teor e DPR

PRECISAO
Teor
. Massa AC Gasto Teor médio DPR
Dia % Amostra pesado o
(mg) mg) (MY (%) )
mg %

1 200,7 14,00 199,11 99,21

2 200,9 14,00 199,11 99,11

3 200,6 13,95 198,39 98,90
1 100 200 99,41 0,81

4 200,2 13,91 197,81 98,81

5 201,3 14,29 203,30 100,99

6 200,9 14,05 199,83 99,47

1 199,8 13,85 196,06 98,13

2 200,8 13,90 196,78 98,00
2 100 200 98,18 0,22

3 201,5 13,95 197,49 98,01

4 199,9 13,90 196,78 98,44
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5 200,7 13,90 196,78 98,04

6 200,6 13,95 197,49 98,45

Fonte: Autoria prépria (2024).

5.2.4 Exatidao

Os resultados obtidos na avaliacdo da exatidao estdo presentes na tabela 6, o
qual demonstrou nos diferentes niveis uma recuperagdo (em porcentagem) proxima
dos 100%, o que indica que o método obteve uma excelente exatiddo, além de um

baixo valor de DPR.

Tabela 6. Dados referentes ao parametro de exatiddo do método analitico, expressa teor (em mg e

%), recuperacédo e DPR

EXATIDAO
Teor Recuperacao
% Massa (mg) Amostra (%/0) & DPR (%)
mg %
1 102,44 102,03
50 100 2 101,00 100,40 100,81 1,07
3 100,71 100,01
1 199,11 99,21
2 199,11 99,11
3 198,39 98,90
100 200 99,41 0,81
4 197,81 98,81
5 203,30 100,99
6 199,83 99,47
1 296,21 98,71
150 300 2 298,67 99,36 99,09 0,35

3 297,95 99,22




52

Fonte: Autoria prépria (2024).

5.2.5 Robustez

As variacdes experimentadas ndo interferiram significativamente nos ensaios,
como pode ser observado na tabela 7 houveram bons valores de recuperacao
(proximos a 100%) e de DPR (menores que 2%). Logo, considera o método proposto

como robusto.

Tabela 7. Dados referentes ao parametro de robustez a partir das varidveis e valores de recuperagéo
e DPR obtidos

ROBUSTEZ
Variacédo Recuperacgao (%) DPR (%)
15 mL 101,60 0,92
Volume etanol (mL)
40 mL 100,33 1,92
25 pL 100,92 0,56
Volume indicador (uL)
75 pL 100,64 0,45
96 % 100,34 0,77
Tipo etanol (%)
99 % 100,14 0,51
0,08 M 99,69 0,77
NaOH (M)
0,12 M 98,95 0,48

*Os dados obtidos sdo resultados de ensaios realizados em triplicata.

Fonte: Autoria propria (2024).

Assim, os critérios dispostos na validacdo do estudo desenvolvido foram
devidamente atestados. Logo, o cumprimento de todos os critérios necessarios para
validac&o desse método analitico, asseguram credibilidade a metodologia e a qualifica
para a determinacdo do AC em matéria prima, ainda que na presenca de outros

excipientes comumente presentes em formulagfes solidas.
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6 CONCLUSOES

v

v

O método analitico desenvolvido atendeu o objetivo de utilizar a técnica de
volumetria de neutralizacéo para a determinacdo do AC em matéria-prima;
Obtiveram-se bons resultados para o desenvolvimento do método ao utilizar
técnicas para a padronizacao do titulante, como também a determinagéo de um
indicador de pH adequado;

Todos os parametros de validacdo de métodos preconizados pela ANVISA para
este tipo de estudo foram atendidos;

A validacdo do método analitico proposto utilizou de calculos estatisticos para
garantir a veracidade dos resultados;

O método estudado apresentou-se seletivo, linear, homocedastico, preciso,
exato e robusto para a determinacdo do AC;

O presente estudo apresenta uma alternativa de andlise de AC de fécil
manuseamento laboratorial e com menores custos, diante da auséncia de um

meétodo analitico classico para esta substancia em compéndios oficiais;
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