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ANALISE INSTRUMENTAL
Da Amostragem a Validacao

Qualidade e Confiabilidade nas Analises Quimicas

—

S

Profa. Dra. Thais Vitoria da Silva Reis
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Conteudos a serem desenvolvidos

1 - Utilizacao de Métodos Instrumentais;

2 - Classificagao dos Principais Métodos analiticos Quantitativos;
3 - Desenvolvimento de Metodologia; Confiabilidade das Medidas
4 - Amostragem

5 - Validacdo de Amostragem e de Métodos Analiticos

6 - Medidas

7 - Validagdo de Amostragem e de Métodos Analiticos

8 - Fototransducao e Processamento de Informagdes na retina;

9 - Fundamentos da Espectroscopia Molecular nas Regides de
Visivel e Ultra Violeta;

10 - Aplicagdes da Espectrofotometria de Visivel e Ultra
Violeta/Estudo de Casos.

Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.02
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Classificacao dos Métodos Analiticos

CLASSICOS
QUANTITATIVOS
Aﬂf\l?l’?ggs MODERNOS ou
INSTRUMENTAIS
QUALITATIVOS
Dra.Shaic Ditsria da ifsa M,P.OS
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Analitlcos e complementares

Eletroamétricos e
Eletroanaliticos

Fotométricos e
Validacao Espectrofotomé-
tricos

Quimiométricos De Separagao

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.04
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Desenvolvimento de Metodologia
Garantir confiabilidade de resultados experimentais

» Definir os objetivos da Qualidade dos Dados
* Que graus de precisao e exatidao sdo necessarios?
* Qual a qualidade das Informacdes Desejadas?

 Pode-se selecionar o método analiticos para
satisfazer os critérios:

— Qualidade dos resultados

— Limites de custo e disponibilidade de
equipamentos

« Escolhido o Método, em geral otimizam-se os
parametros de Operacgao:

» Planejamento Fatorial (Quimiometria)

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.05
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Piramide de Rastreabilidade

Padroes
Nacionais

Laboratério de Calibracio das
Empresas/Instituicoes (in-house)

Padries de Transferéncia e de Trabalho

Todas as seccoes das Empresas/Instituicoes

Equipamento de Medicao e Ensaio

Produtos
p.06

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp



M
i
n
i
C
u
r
S
o
S
2
0
1
3

Ultimo Censo de 2010

Populacao Brasileira 190.755.799
habitantes...logo :

Censo?

Censo= Conjunto de dados obtidos de todos
0os membros da populacao

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.07

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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Populacao?

Colegao completa de todos os elementos (pessoas,
medidas , idades...) = todos os sujeitos a serem
estudados

Logo, a populagao consiste no conjunto completo de
brasileiros de todas as idades, etnias e do sexo fem.
e masc.

Atualmente ha um superavit de 3.941.819
brasileiras.

96:100

R

Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.08
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outras

Aleatorizacao e
estratégias amostrais

“"Caso os dados amostrais nao sejam coletados adequadamente,

eles poderao ser de tal forma inuteis que nenhuma manipulacao
estatistica podera salva-los”.

Amostragens Mais Comuns:

 Aleatoria: quando os membros de uma populagdo sao selecionados
de tal modo que cada membro individual tem chance igual de ser
selecionado.

« Aleatéria Simples :de tamanho n é selecionada de modo que toda
amostra possivel de mesmo tamanho n, tem a mesma chance de ser
escolhida.

* Amostra probabilistica :envolve a selegcdo de membros de uma
populagao de tal modo que os membros tenha uma chance conhecida
(mas ndo necessariamente igual) de ser selecionado.

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.09
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Amostragem aleatéria: Cada membro da populacao tem igual

chance de ser escolhido(computadores usados para gerar n°

telefbnicos aleatorios).
M Amostragem Aleatéria Simples uma amostra de n sujeitos é
1 selecionada de forma que toda amostra possivel de mesmo tamanho
n n tem a mesma chance de ser selecionada.
i
. BEAnEmn@A®

Q.O S & Q-o < @ - 2
u 2 2
r A ..
£ Amostragem de Conveniéncia usa resultados faceis de coletar.
0 .
Vocé acha que a maioridade
5 penal deve ser reduzida?
2
0
1
3
Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.10
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Amostragem Estratificada A populacao € subdividida em pelo menos
dois subgrupos diferentes(ou estratos);os sujeitos dentro dos sub grupos
tem as mesmas caracteristicas(ex .sexo, faixa etaria e a seguir se extrai
M uma amostra de cada sub grupo.
i
n
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3
Dra.Shais Vitsria o Siksa Reis,p.11
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econémica Federal/Sinquisp
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Amostra por Conglomerado divide a populacdo em secdes (ou
conglomerados) e a seguir seleciona aleatoriamente alguns destes
conglomerados e escolha todos os membros destes conglomerados.

\ B — R
X 3, = ".‘qp QS A ¥
) B

- ) ' i Courant e -
+ ¥ : . 0 ¥
A . : / sl st

Vacinar todos os habitantes destas ilhas.
Dra.Fhais Vitsria da Sifsa M,PJ 2
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Erros amostrais

Erro amostral é a diferenca entre o resultado amostral e o
verdadeiro resultado da populacao (vem de flutuacdes
amostrais devidas ao acaso).

Erro nao amostral - vem de dados amostrais coletados,
registrados ou analisados incorretamente (instrumento nao
calibrado, selecao de amostra tendenciosa, copia incorreta
de dados).

Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.18
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Medidas de Centro

E um valor no centro ou no meio do conjunto de dados:
1 - Média Aritmética

Média=) X/n

« > X=soma de todos os valores amostrais
* n=n°de valores amostrais
« X=é a variavel usada para representar valores individuais dos dados

Ex. Monitoragao de Chumbo no Ar

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana estabeleceu como padrao de
qualidade no ar um limite maximo de 1,5 ug/ma3.

As medidas abaixo (em yg/m3 no ar)foram tomadas no ed.5 do World Trade
Center, em diferentes dias, logo apds sua destruicdo pelos ataques terroristas de 11
de setembro de 2001:

5,40 1,10 0,42 0,73 0,48 1,10

* Calculando-se com a expressao acima(1-Média aritmética), Xmedio(x)=1,538
Mg/m3.

* 5,40=outlier---- investigar
Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.14

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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2 - Mediana é a medida do centro, quando os dados amostrais
estao em ordem crescente; € representada por “x til”.

Assim, para os dados da Monitoracao de Pb teremos:

0,42 0,48 0,73 1,10 1,10 54

Mediana= (0,73+1,10)/2=0,915

« (Caso 5,40 fosse mantido
 Media=1,538 ug/ma3,

hf\ﬁf\ 'Ft\ﬁf\f\ f\I‘I'APf\Af\ 2 Y ale ) 4 ”n A mf\A ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ n QQQ
wdadouV 1UOSOC adilcliauv IJCIICl 1,£V... A 11ICUlAa L:Clllld |Jdlcl V,000

Mg/m3 mas a mediana seria a mesma.

 Ex. Inclua nos dados da monitoracdo o valor 0,66 ug/m3
Ache Média e Mediana

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Reis,p.15
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3 - Moda ¢ o valor que ocorre mais frequentemente em um conjunto de
dados.

-Quando dois valores ocorrem com a mesma maior frequéncia, o conjunto &
chamado de Bimodal.

- Quando nao se repete, Nao ha Moda.

- Esta modalidade de medida de centro € muito usada com dados no nivel
nominal de mensuracido (nomes, rétulo, categorias)

Ex. Ache a Moda dos seguintes valores

a) 5,40 1,10 0,42 0,73 0,48 1,10
b) 123456789 10
c) 3535 35 67 67 67 98 99 99

4 - Ponto Médio ¢ a medida de centro exatamente a meio caminho entre o
valor maximo e o minimo:

Ponto Médio= (valor Maximo+ valor Minimo)/2

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.16
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wicuiuvudo Ut valiavyav

1-Amplitude é diferenca entre o maior e o menor
valor

Amplitude=(Valor Maximo — Valor Minimo)

2- Desvio Padrao & um medida da variagao dos
valores em torno da média

s = %[(x—x) “I(n-

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.17
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Estrutura

Dra.Shais Vitéria 3o Sifsa Reis,p.18

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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- Estabelece a natureza dos componentes da amostra e a
reproduz, aproximadamente.

* Quais atributos sdo essenciais ao analista quimico?

— Inteligéncia?
— Imaginagao?
— Intuicdo

Age em dois niveis:

1° - Refere-e aos componentes da amostra sob a dtica da
quantidade e da estrutura;

2° - Refere-se a analise propriamente.

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Reis,p.19
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Qualidades do analista

il

Dra.Shais Vitéria 3o Sifsa Reis,p.20

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp



1 - Amostragem
M
i * Passo mais importante para « Buscar confiabilidade do
n obtengao do resultado final resultado
i «  30% dos erros vém da
C amostragem
u  Operacao de coleta de
r e Como Amostrar? amostra representativa
S « Onde Amostrar? para a analise do
0 universo amostral
S
2
0 « Como preservar a amostra?
1
3
Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Reis,p.21
Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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Diferenciacao entre Amostrar e Coletar

Coletar

Amostrar (estudo para a
tomada da amostra)

* Preparacao
« Equipamentos

* Representatividade dos
pontos

» Pessoas envolvidas

Ato de pegar
|solar
Tomar uma aliquota

 Nao existe amostra
Significativa apenas
representativa

Dra.Shais Vitéria 3o Sifsa Reis,p.22

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp



M
i
n
i
C
u
r
S
o
S

W= ON

Analise: residuo agroquimico em plantacao de aboboras

* N°de plantas com frutos 500.0000

 1-Tamanho do Universo Amostral:
1 aboboreira ocupa 4m?

2

il AN
I o24AdYV

7 milhAacc
necessarios para a plantacao
de 500.000 plantas.

A~
uc

Dra.Shais Vitéria da Siksa Reis,p.28

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp



2 - 9ua| a porgao de 3 - A coleta:
aboéboras que deve ser
= o Quantas coletar?

coletada da plantacao™
M 1 saco?
i — Fruto mais maduro 1 caminhao?
n — Fruto mais verde 4 - No Laboratério:
i — Da parte mais * Qual porcao tomar?
C sombreada pelas 5 - Aspectos da amostragem
u folhas
r — Da parte mais exposta _
£ — Figura do amostrador
a — Quanto amostrar
S — A concentragao a ser analisada
- — Como amostrar
2 Decidida esta etapa, entao — Os métodos envolvidos na
0 € so coletar, mas.... analise e a validacéo
1
3

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.24
Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp




M
i
n
i
C
u
r
S
o
S

W= OIN

2

Conclusoes

Na amostragem: nao
existe lote homogéneo.
Portanto, € impossivel tirar
uma aliquota que
signifique o universo
amostral

Logo, nao ha
possibilidade de se obter
amostra significativa

o
‘\\

Em virtude da
heterogeneidade, s6
podemos ter uma amostra,
NnO maximo
Representativa do
universo amostra!

Mesmo tomando a melhor
amostra representativa,
havera necessidade de
torna-la disponivel
analiticamente! (passar
por uma preparacao)

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.25
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Preservacao da amostra
(evitar que a amostra se altere)

 Alteragcoes da amostra podem ser:

— FisICAs:
- PO

+ HIGROSCOPICIDADE

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.26

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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QUIMICAS:
— Reacgdes quimicas
— Acao de luz sobre

BIOLOGICAS: acdo
de bactérias

moléculas =
\\ ’
J
L) b
o
N ""'7
A g
- e Ini )
W
Dra.Shais Vitsria 3a Sifsa ‘CR*’”"”P'%

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp



Como preservar?

Resguardar as condicoes da amostra
M * Resguardar as condigcoes da «  Evitar contaminacdo contato
i amostragem da pele
1_1 *  Evitar poeira «  Diminuir quantidade de oxigénio
L . Cuidar da embalagem para amostras oxidaveis
C _ (Trabalhar a vacuo ou atm de
u « Cuidar da estocagem nitrogénio)
P - Isolar a.espécie analisada de «  Diminuir grau de umidade ,
S contaminantes evitando presenca de agua em
o  Reduzir a cinética quimica (diminuir T) substancias higroscopicas ou

_ o acao de crescimento de micro-
S * Reduzir luz para substancias organismos (usar dessecador,
y fotossensiveis (evita também desumidificador)

crescimento de alguns micro-
2 : A
0 organismos) (uso de frascos ambar)
1
3
Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.28
Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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SIM....

Variaveis:

1.Método analitico para sélidos...

Problema=pesagem
2. Amostragem

Problema=variabilidade do
tamanho de particulas

Quando sera aplicavel?

|2

D

OSsSliv

Quando:

Tomada de amostra a ser
levada ao lab (maior
dificuldade)

Tomada de amostra a ser
analisada .....Amostras de 1
L petroleo representativa de
milhdes de barris/dia

Agua de estagdo de
tratamento

amostradores e
analisadores
continuos

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.29

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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Regras validas para esta validacao

* Aplicar estimativas de variancia e desvio padrao

« Usar lotes que permitam a representatividade

* Regras de rejeigao para quantidades maxima de valores
« 5-10 tomadas de amostra

« Classificar a amostragem em categorias:

1 - RENOVAVEIS

2 - NAO RENOVAVEIS
3 - SAZONAIS

4 - ASSEGURADAS

5 - COMPLEXAS

Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.80

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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Categorias de Amostragem

ESPECIFICAQAO
G Eel DA AMOSTRA
1 RENOVAVEIS
2 NAO RENOVAVEIS
3 SAZONAIS
4 ASSEGURADAS
5 COMPLEXAS

CARACTERISTICAS

NAO FICAM MARCAS DA COLETA;
HA RENOVACAO
Ex. Rios, processos industriais continuos, fontes

DEIXAM MARCAS DE COLETA
Ex. Solo, madeira, amostras forenses, processos
descontinuos

VARIAM COM CONDICOES CLIMATICAS,
OU OUTRAS VARIAVEIS
Ex. Plantas, folhas, frutos, carnes

TEM QUALIFICACOES
DETERMINADAS(NORMAS OU HISTORICO)
Ex. lotes de matéria prima, produto acabado,
produtos de prateleira

HA DIFICULDADE NA IDENTIFICACAO

Ex. amostras com alteracéo de cor/odor/
sabor; de escala micro

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Reis,p.81

Conselho Regional de Quimica IV Regiédo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal/Sinquisp
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AMOSTRAS LIQUIDAS

Validando a amostragem

AMOSTRAS GASOSAS

« RESPEITAR: « RESPEITAR:
— Representatividade « Garantir boa coleta
— Ex.Lencol freatico;em rios - «  Evitar perdas (vazamentos ou
fluxo , central, lateral, caminhos evaporacao);
preferenciais « calibrar equipamentos de medida
de vazao;
AMOSTRAS SOLIDAS « amostrar com mesma velocidade
de fluxo
« RESPEITAR:
— Representatividade
— Ex.Processos
industriais(batelada ou
continuo)
— Produtos dispersados em solo
(n° pontos em fungéo da area e
profundidade( 30-60 cm )
Dra.Shais Vitéria da Siksa Reis,p.82
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Erros de amostragem

Considerando SOLIDOS HETEROGENEOS
a precisao sera:

S; =(8% + 82,12

Onde

2
S A estimativa da variancia da analise
2
S S estimativa da variancia da amostragem

ST estimativa do desvio padréo

Exemplo
 Errode
amostragem

suposto=3%
« Erro analitico=1%
+ S; =(32+12)12
S; =13,16%

Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.88
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Validacao em Analise Quimicas

Validacao do Método:

Processo que prova que um método
analitico é aceitavel para os propositos a
que se destina.

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.84
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Figuras de Meérito da Validacao:

1 - Especificidade: capacidade do método de distinguir o analito de
todo o resto que se encontra na amostra; adiciona-se deliberadamente
impurezas para testar a especificidade;

2 - Linearidade: mede o quanto o grafico da resposta analitica contra
a concentracao (ou quantidade do analito) segue uma linha reta
(quadrado do coeficiente de correlagcao acima de 0,995);

3 - Exatiddo: E a proximidade do valor verdadeiro; pode ser verificada
por analise de um material de referéncia ou mais métodos analiticos
diferentes que sao comparados dentro da precisao de cada um; por
analise de um branco que é propositadamente contaminado com
quantidade de analito conhecida; por adicbes de padrao de analito a
amostra.

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.85
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4 - Precisdo: E a reprodutibilidade de um resultado.

Precisao Intrinseca do Ensaio: uma pessoa analisa varias
aliquotas de um material homogéneo no mesmo dia de trabalho.
Cada analise é independente e assim a precisao intrinseca do
ensaio expressa o quao reprodutivel pode ser o método.

Precisao Intermediaria ou Robustez: diferentes pessoas, em
dias diferentes e em instrumentos diferentes analisam a mesma
amostra, no mesmo laboratério (cada analise pode usar reativos
diferentes, preparados independentemente);

Precisao Interlaboratorial: aliquotas da mesma amostra sao
analisadas em diferentes dias, com equipamentos diferentes, com
reagentes de cada laboratério, por diferentes pessoas (medida
mais geral da reprodutibilidade);

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.86
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5 - Faixa:Intervalo de Concentracdes onde Linearidade,
precisao e Exatidao sao aceitaveis.

Testes Utilizados:

1-Determinacao do Limite de Confianga da Média
(teste t-Student)

u= x = t. s/VN

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.87
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Valores do Parametro t-Student em funcao do Numero
de Determinacoes para 95% e 99% de probabilidade
:
1 1 12,71 63,66
n 2 4,30 9,93
1 3 3,18 5,84
¢ 4 2,78 4,60
u 5 2,57 4,03
K 6 2,45 3,71
7 7 2,37 3,50
9 8 2,31 3,36
- 9 2,26 3,25
] 10 2,23 3,17
2 11 2,20 3,11
0 12 2,18 3,06
1 13 2,16 3,01
3 infinito 1,96 2,58
Dra.Shais Vitéria da Siksa Reis,p.38
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Rejeicao de Resultados (teste Q)
Caso Q calc>Q tab o valor é rejeitado

Valores Criticos do quociente Q para diferentes Limites de Confianca

Numero de o o
Observacoes(N) Q95% Q 99%

2

© 00 N O O b W

0,970
0,829
0,710
0,625
0,568
0,526
0,493
0,466

0,994
0,926
0,821
0,740
0,680
0,634
0,598
0,568

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.89
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Teste F (para comparar conjunto de dados)
Por convencao o maior valor de variancia é colocado no numerador.
F=s2,/82
M Quando F exp>F tab, a diferenca em variancia(ou precisao) € tida como
; significante
" Valores Criticos de F para o Nivel de 95%
i Graus de Liberdade (Numerador)
C
u Liberdade
' EDDDnEE
S 3 928 9,12 9,01 8,94 8,74 8,64 8,53
9 4 6,56 6,39 6,26 6,16 591 580 5,63
S
) 5 541 5,19 505 495 468 456 4,36
2 6 476 453 439 428 400 3,87 3,67
0 12 349 3,26 3,11 3,00 269 254 2,30
1 20 3,10 2,87 271 260 228 212 1,84
3 infinito 260 2,37 2,21 2,10 1,75 1,57 1,00
Conselho Regional de Quimica IV Regiao (SP) — Apoio: Caixa Econémica Federal/Sinquisp
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Critérios para utilizacao de métodos
instrumentais com confianca

Rastreabilidade

Propriedade de um resultado de medicao ou valor de padréao estar
relacionado as grandezas estabelecidas (padrdes internacionais)
atraves de cadeia continua de comparacoes tendo todas as incertezas
estabelecidas

1 - Calibracao do equipamento rastreada com padrdes apropriados
(material de referéncia=subst. Pura /Sl);

2 - Método Primario de Medicao (rastreavel diretamente ao Sl ...menor
incerteza com respeito a referéncia;

3 - Utilizando Materiais de Referéncia (MR) da subst. Pura (adicdo de padrao);

4-Medicao de Material de Referéncia Certificado (MRC) ..compara-se os
resultados vs. uma matriz certificada (reduz incerteza);

5-Medicao usando procedimento aceito (baseado em norma nacional ou
Internacional).

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Reis,p.41
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Aplicacoes dos testes TQe F

1 - Na determinacdo de cobalto em uma amostra, por método
espectrofotométrico, obtiveram-se as seguintes porcentagens do
elemento: 21,44:;21,42:21.36;21,39;21,7:;22,9.

Verifigue se havera rejeicao de resultados para um nivel de 95% de
confianca e, apoés calcular o desvio padrao, apresente o intervalo onde
deve estar a média da populacido com um grau de confianca de 95%.

2 - Ao avaliar a qualidade de um novo laboratério de analises, foram
feitas no mesmo 6 determinacdes de cobalto em Sulfato de Cobalto,
tendo-se encontrado uma média de 35,25% m/v de Co com desvio
padrao de 0,34%.

O laboratorio de referéncia obteve uma média de 35,35% de Co com
desvio padrao de 0,25% em 5 determinacgdes.

Ha diferenca significativa entre os resultados dos laboratérios envolvidos
a um nivel de 95% ?

Dra.Shais Vitsria da Siksa Reis,p. 42
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Validando na Espectrofotometria UV /Vis

Atenuacao do Feixe

Nas interfaces: ar/parede; parede /solucio;
Como resultado de espalhamento por moléculas grandes; por
absorcao das paredes da célula

Reflection losses

at interfaces
=
-— s
Scattering losses
A in solution
o .
Incident Moo
L i . Emergent
beam, P, beam, P
= IR
il ol e
—ipe
| Retlection losses
NALE T )

- —d at interfaces

p A8
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Fototransducao e processamento
de informacoes na retina
-t:- i : .': I'!
< “n T
et P
': i%
Ho =g
cis-1 1 -retinal
£
=
' | N i i |-.[:-_:"':
L3 1 i 14 H
trans- |1 | -retinal
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Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Reis,p.45
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.egmento Segmento
externo do exferno da
Bastone que céivia do
contém composto cone que
quimicos sensiveis contém
2z compastos
quirmicos
sensiveis g juz
Nicieos
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teste habilidade

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.4T
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Fototransducao e processamento
de informacoes na retina

roan
rod Gone

437 nm 08 S31mm  S54nm

A 4
N L L | L L o B
450 500 550 800 650

Wavelength = nm

Dra.Shais Vitéria 3o Sifsa Reis,p.48
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800 —

700 —

600 —

500 —

Wavelength [nm] Absorbed color Complementary color

650-780 red Il B blue-green
595-650 orange B B greenish blue
560-595 yellow-green B purple
500-560 green |l W red-purple
490-500 bluishgreen |l W red

480-490 greenishblue |l 8 orange
435-480 biuve N yellow
380-435 violet N yellow-green

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.49
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¢
N
’
N
’
9
N
’
‘F

3 > o

solucdo 0,001 g L

solucdo 0,002 g L

Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.50
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INFLUENCIA DA ESPESSURA DA CELULA
A=ecxbXxc

l j> >

5cm

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Reis,p.51
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Espectro de Absorcao e Curva de Calibracao

1.000
M 0.800
1 § 0.600 -
g |
n é 0.400
i ]
0.300
C ]
0.00 T T T T T T T T T 1
u 350.0 430.0w:‘:sl_2ngf:ul::“]6?00 750.0
r 7
0 !r /3
S 0 0.4M02M O03M 04M 0,5M
2 1.2 4
O L
0 § 0.8 4 /
£ 0.6
1 E 04a 4
< 0.2 4
3 U T T T T 1
0 0.1 0.2 0.2 0.4 0.5

Concentration (M)
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Dinamicas em sala:

Aplicacoes do Método

1 - Determinacao de uma espécie absorvente
2 - Determinacao simultanea de ions

Estudo de caso:

1 - Otimizacao e validacao de Método Analitico Volumétrico para
Quantificacdo do Carbonato de Calcio;

2 - Caracterizacao e Quantificacao de Contaminantes em aguardente de
cana

Diferenciacao entre Protocolos e Relatorios

Dra.Shais Vitéria 3o Sifsa Reis,p.58
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AnliracAane Aa Ecnactrafatamaotria
HPII\JG?UGO \¥ [ I—O'JG\JI.I ViViVvIiiiv il ia
de Visivel e Ultra Violeta
1 - Determinado composto apresentou absortividade molar de

2,17.103L cm mol-'. Que concentracdo do composto sera necessaria
para produzir uma solucdo em célula de 2,5 cm? %T=36,8.

2 - Uma solugdo contendo um complexo de tiouréia e Bi(lll)
apresentou absortividade molar de 9,32.103 L cm™* mol-' a 472 nm.

a) Qual a absorbancia de solugio de 6,24 .10-° mol L-' do complexo &
472 nm em célula de 1 cm de espessura?

b) Qual a %T descrita em (a) ?

c¢) Qual a concentracdo molar do complexo na solugao que tem
absorbancia descrita em (a) quando medida em célula de 3 cm?

Dra.Shais Viksria da Sibsa Reis,p.54
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3 - Uma aliquota de 25 mL de solu

L © UIIbUIIlIUU Se a o040 nNim uma

em célula de 2 cm.

QO

Uma segunda aliquota de 25 mL foi misturada a 10 mL de solugao
contendo 28 ppm de quinino.

Apobs diluicdo a 50 mL, a solucao apresentou Absorbancia de 1,22, em
célula de 2,00 cm.

Qual a concentracao de quinino na amostra?

Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.55
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4 - Ti e V formam complexos coloridos com agua oxigenada. Solugdes
separadas destes metais, contendo 5 mg dos mesmos, foram tratadas
com acido percldrico e agua oxigenada e diluidas a 100 mL.

Uma terceira solucao foi preparada, dissolvendo-se 10 mg de uma liga
(que contem apenas Ti e V) e tratada de mesma forma que os padrdes.

As absorbancias das trés solugdes foram medidas em 410 e 460 nm.

Calcule as %T de Ti e de V na liga.

A 410 nm A 460 n

Ti 0,760 0,513

V 0,185 0,250

Liga 0,715 0,657
Dra.Shais Vitsria 3o Sifsa Rein,p.56
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Anexos

Artigos Cientificos para Atividades em Classe

Dra.Shais Vitéria da Sifsa Reis,p.58
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Validacao

Dra. Thais Vitoria da Silva Reis
Diferenciacado entre Protocolos e Relatdrios

Fonte: GUIAS RELACIONADOS A GARANTIA DE QUALIDADE;Geréncia de Inspecéo e Certifica¢éo
de Insumos, Medicamentos e Produtos — GIMEP;www.anvisa.qov.br

Validacao Prospectiva

Os fatores/parametros criticos que podem afetar a qualidade do produto acabado devem
ser determinados durante a fase de desenvolvimento do produto. Para isso, 0 processo
produtivo deve ser “quebrado” em fases, a fim de que cada fase seja avaliada
individualmente. A criticidade desses fatores deve ser determinada através do desafio do
“pior caso”, quando possivel.

A Validacgdo Prospectiva deve ser realizada de acordo com o Protocolo de Validacéo, que
deve incluir:

(a) descrigdo do processo;

(b) descricéo do experimento;

(c) detalhes do equipamento/instalacdo a ser usado, juntamente com seu status de
qualificagdo/calibracao;

(d) variaveis a serem monitoradas;

(e) amostras a serem tiradas — onde, quando, como e quanto;

(F) caracteristicas/atributos de desempenho do produto a serem monitorados,
juntamente com os métodos de teste;

(9) limites aceitaveis;

(h) cronogramas;

(i) responsabilidades do pessoal; e

(j) detalhes sobre os métodos para registro e avaliacdo dos resultados, incluindo
andlises estatisticas.

Validacao Concorrente

Em certos casos, é adequado validar um processo durante sua producéo de rotina, por
exemplo, no caso de diferentes concentracGes do mesmo produto, tendo sido uma delas
validada anteriormente, e ainda nos casos de diferentes formas de comprimidos ou
processos bem conhecidos.

E essencial que os sistemas e equipamentos a serem utilizados durante a validaco tenham
sido corretamente qualificados anteriormente.

A documentagdo necessaria é a mesma daquela especificada na validacdo prospectiva

Validagao Retrospectiva

A validacdo retrospectiva é baseada na revisdo histérica de dados a fim de fornecer
evidéncias documentadas de que o desempenho do processo objeto do estudo seja aquele
esperado. Esse tipo de validacdo ainda requer a preparacdo de protocolos, relatdrios
contemplando resultados dos dados revisados, conclusdo e recomendagoes.

A validacgdo retrospectiva ndo é o método de escolha para estudos de validacdo de processo,

Apoio: Caixa Econdmica Federal e Sind. dos Quimicos, Quimicos Industriais e Engenheiros Quimicos de S&o Paulo
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e deverd ser utilizada apenas em casos excepcionais. A escolha desse tipo de estudo
somente serd aceitavel para processos bem conhecidos, no entanto, é inadequada quando
houver ocorrido mudancas recentes na composi¢do do produto, nos procedimentos de
producdo ou em equipamentos utilizados.

Os resultados devem ser documentados no Relatério de Validagdo. Devem conter, no
minimo:

(a) uma descric¢éo do processo — Ordem de Producdo/Embalagem, incluindo detalhes
das etapas criticas;

(b) um sumério detalhado dos resultados obtidos no controle em processo e no
produto final, incluindo dados fora das especificacfes. Quando os dados brutos ndo
fizerem parte do documento, referenciar suas fontes e mencionar onde podem ser
encontrados;

(c) qualquer trabalho adicional necessario durante a atividade de validagdo que nédo
conste no protocolo ou qualquer desvio observado deve ser formalmente contemplado
no relatorio com sua respectiva explicagéo;

(d) uma revisdo e comparagao com os resultados esperados;

(e) uma aceitacéo/rejeicdo do trabalho por parte da equipe/pessoa designada como
responsavel pela validacdo depois de qualquer acdo corretiva ou retrabalho.

TUDO EM TRES TEMPOS Pryscila Vieira
UNA HOMEN TENA QUE FAZER TRES COISAS nIA VIDA PARA VALIDAR SUA EXISTENCIA:

1 - £ESCREVER UNA LIVRO. 2 — PLANTAR UNA ARVORE 3 — TER UNA FILHO.

| Apoio: Caixa Econdmica Federal e Sind. dos Quimicos, Quimicos Industriais e Engenheiros Quimicos de S&o Paulo |
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e deverd ser utilizada apenas em casos excepcionais. A escolha desse tipo de estudo
somente serd aceitavel para processos bem conhecidos, no entanto, é inadequada quando
houver ocorrido mudancas recentes na composi¢do do produto, nos procedimentos de
producdo ou em equipamentos utilizados.

Os resultados devem ser documentados no Relatério de Validagdo. Devem conter, no
minimo:

(a) uma descric¢éo do processo — Ordem de Producdo/Embalagem, incluindo detalhes
das etapas criticas;

(b) um sumério detalhado dos resultados obtidos no controle em processo e no
produto final, incluindo dados fora das especificacfes. Quando os dados brutos ndo
fizerem parte do documento, referenciar suas fontes e mencionar onde podem ser
encontrados;

(c) qualquer trabalho adicional necessario durante a atividade de validagdo que nédo
conste no protocolo ou qualquer desvio observado deve ser formalmente contemplado
no relatorio com sua respectiva explicagéo;

(d) uma revisdo e comparagao com os resultados esperados;

(e) uma aceitacéo/rejeicdo do trabalho por parte da equipe/pessoa designada como
responsavel pela validacdo depois de qualquer acdo corretiva ou retrabalho.

TUDO EM TRES TEMPOS Pryscila Vieira
UNA HOMEN TENA QUE FAZER TRES COISAS nIA VIDA PARA VALIDAR SUA EXISTENCIA:

1 - £ESCREVER UNA LIVRO. 2 — PLANTAR UNA ARVORE 3 — TER UNA FILHO.
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ANALYSIS OF ORGANIC CONTAMINANTS AND COPPER IN CACHACA. The objective of the present study was the evaluation
of the presence of organic and inorganic contaminants in samples of aged cachaca from the South of the state of Minas Gerais. Furfural,

methanol and copper were determined by colorimetric reactions, while the analyses of ethyl carbamate and acrolein were performed by GC/
MS and HPLC, respectively. High levels of furfural and copper were obtained. All samples showed concentrations below the established

by legislation for the ethyl carbamate, and for acrolein, only one sample showed higher levels. Methanol was not detected in the samples.

Keywords: beverage; contaminants; wood.

INTRODUCAO

De acordo com o Decreto n® 4851 de 2003 e com a Instrugdo
Normativa n® 13 de 30/6/ 2005, aguardente de cana € a bebida com
graduagdo alcodlica de 38 a 54% v/v a 20 °C, obtida do destilado
alcodlico simples de cana-de-acticar ou pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agiicar, podendo ser adicionada de
acucares até 6 g/L, expressas em sacarose. A cachaca, entretanto, foi
definida como sendo a denominag@o tipica e exclusiva da aguardente
de cana produzida no Brasil, com graduacio alcodlica de 38 a 48%
v/v 220 °C, obtida pala destila¢do do mosto fermentado do caldo de
cana-de-agticar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser
adicionada de agticares até 6 g/L, expressos em sacarose. '

As bebidas alcodlicas fermento-destiladas distinguem-se uma das
outras pela presenga de componentes secunddrios que irdo formar um
“buqué” caracteristico de cada bebida. Esses componentes secunda-
rios se formam juntamente com o dlcool etilico durante o processo
de fermenta¢do do mosto, mudam de cardter e propor¢do durante
a destilagdo, havendo uma posterior maturagdo do produto.’* No
entanto, alguns compostos sdo indesejdveis a bebida devido, princi-
palmente, as suas propriedades toxicas, cancerigenas e caracteristicas
que depreciam a qualidade do produto final.

Devido a complexidade da composi¢do quimica da cachaga esta
¢é dividida em frag@o orgénica e inorganica. A primeira € constituida
basicamente de alcoéis, aldeidos, ésteres, dcidos carboxilicos, ce-
tonas, carbamato de etila e compostos sulfurados. Dependendo do
teor e dos compostos presentes, a bebida pode ser classificada como
desejdvel ou ndo, em relacdo a aceitacio sensorial, ou em tdxica e
ndo toéxica, em relacdo a sadde. A fracdo inorganica € constituida
principalmente por fons metdlicos, tais como aluminio, cddmio,
célcio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, ferro, etc.’

A legislagdo brasileira, Decreto n® 2314 de 04/09/1997 estabelece
o limite maximo de cobre em 5 mg/L de produto.® No entanto, no

*e-mail: mcardoso@dgqi.ufla.br

mercado internacional o limite maximo estabelecido € de 2 mg/L tor-
nando-se, assim, um entrave para as exportacdes da bebida.” Embora
nesta concentracio o cobre ndo possa ser considerado como téxico, a
sua presenca contribui para ressaltar o sabor dcido na bebida, além de
facilitar os processos oxidativos devido a presenca de fons cobre (II).

O metanol € um 4lcool indesejdvel na bebida, devido a sua alta
toxidez. Ele origina-se da degradag@o da pectina, um polissacarideo
presente na cana-de-acicar, durante o processo de fermentagdo.*®

O furfural, aldeido cuja presenca € indesejavel na bebida, resulta
da decomposi¢do quimica de carboidratos. Pode ser formado em
diferentes etapas do processo de producdo da cachaga, tais como
pela pirogenizagdo da matéria organica depositada no fundo dos
alambiques ou mesmo durante o envelhecimento da bebida por meio
da acdlo de 4cidos sobre pentoses e seus polimeros (hemiceluloses),
que podem estar presentes nos recipientes de madeira utilizados no
armazenamento da bebida.”!?

A acroleina, também conhecida como 2-propenal, ¢ uma subs-
tancia carcinogénica oriunda do processo de fermentacdo, podendo
ser formada pela desidratagdo do glicerol ou por contaminaco bac-
teriana.®* E uma substéncia extremamente téxica por todas as vias
de administrac@o e tem mostrado caracteristicas mutagénicas, além
de provocar irritagdo no trato respiratério de animais e humanos.'>¢
Os vapores de acroleina sdo lacrimogénicos, muito irritantes aos
olhos, nariz e garganta, podendo associar sua presenga ao aroma de
pimenta das bebidas.’

O carbamato de etila, substincia altamente carcinogénica, ¢
um contaminante orgénico, cuja quantificacdo em aguardentes de
cana passou a ser exigida a partir de junho de 2010. E encontrado
naturalmente em baixas concentragdes, em diferentes bebidas alco-
Olicas e em alguns alimentos fermentados. Sua origem e formacio
ainda ndo estdo bem elucidadas. Alguns autores acreditam que
originam da degradagdo de aminodcidos, outros que venham de
reacdes entre o etanol e o 4cido cianidrico catalisado pelo cobre
ou pela auto-oxidacdo de compostos insaturados induzidos pela
radiac@o ultravioleta.'®-2°
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O presente trabalho objetivou avaliar a presenca de contaminantes
organicos (furfural, metanol, carbamato de etila e acroleina) e inorga-
nicos (cobre) em aguardentes de cana da regido Sul de Minas Gerais.

PARTE EXPERIMENTAL

Doze amostras de aguardentes de cana foram coletadas na regidio
sul do Estado de Minas Gerais. As andlises fisico-quimicas (grau
alcodlico, metanol, furfural e cobre) foram realizadas segundo para-
metros estabelecidos pela Instru¢do Normativa n° 13, de 29/06/2005
do Ministério Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).

Reagentes

Os reagentes empregados para andlise foram permanganato de
potéssio, dcido cromotrépico, 2,4-dinitrofenil-hidrazina 99% (2,4-
DNPH), bissulfito de sddio, acido acético, anilina, ambos da Vetec;
carbamato de etila 97% e acroleina 99% da Acros Organics; metanol
e acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker); 4gua ultrapura, 4cido sulftrico
e etanol absoluto da Merck.

Carbamato de etila

O método empregado para a quantificaciio do carbamato de etila
foi o CG/EM no modo de monitoramento de fons seletivos (SIM).
Para as andlises, utilizou-se um cromatégrafo gasoso (GC-17A) aco-
plado a um espectrometro de massas (QP5050A), ambos Shimadzu.
O monitoramento de fons seletivos foi empregado e os fons selecio-
nados foram 62, 74 e 89 m/z. A coluna utilizada para a separacdo do
carbamato de etila foi DB Wax 60 m x 0,25 mm x 0,50 um.

Para as andlises, empregou-se o modo split (1:10), com a tempe-
ratura do injetor e do detector a 220 °C. O hélio foi utilizado como o
gds de arraste em um fluxo de 1,5 mL/min e o volume de injecdo da
amostra foi de 2 uL. A temperatura da coluna foi programada como
segue: temperatura inicial de 90 °C por 2 min, seguida de uma rampa
de aquecimento de 10 °C/min até 150 °C e a partir desta temperatura,
uma rampa de aquecimento de 40 °C/min até 220 °C.

Para a quantificagdo utilizou-se a técnica de padronizacdo externa.
A curva analitica foi preparada por meio da dilui¢cdo de uma solucdo
estoque de carbamato de etila na concentragdo de 10 mg/L, cuja
variag@o linear foi de 0,05 a 0,75 mg/L. As amostras e as solucdes
da curva analitica foram analisadas em triplicata, sendo as primeiras
previamente filtradas em membrana GV (durapore) em pvdf (0,22
um x 12 mm).

Acroleina

A metodologia empregada para a quantificagdo de acroleina
baseou-se na metodologia proposta por Nascimento e colaborado-
res,'” que consiste na derivagiio da amostra para posterior andlise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os reagentes emprega-
dos para andlise foram padrdo de acroleina, metanol e acetonitrila
(grau HPLC), dgua ultrapura, 4cido sulftrico, etanol absoluto e
2,4-dinitrofenil-hidrazina (2,4-DNPH), previamente purificado por
trés sucessivas recristalizagdes com metanol.

Para a preparacdo da 2,4-dinitrofenil-hidrazona de acroleina,
H,SO, concentrado (2 mL) foi adicionado a 0,4 g de 2,4-DNPH, segui-
do da adigdo de 3 mL de dgua destilada, gota a gota, até a solubilizagio
completa. Imediatamente 10 mL de etanol 95% foram adicionados.
Em outro recipiente, dissolveu-se 0,1 g de acroleina em 20 mL de
etanol. Em seguida, adicionou-se a solucéo preparada anteriormente,
deixando a mistura em repouso aproximadamente por 15 min, até a
formacéo de um precipitado. Filtrou-se e recristalizou-se duas vezes
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com etanol absoluto. A pureza foi confirmada por determinacdo da
temperatura de fusdo e andlise elementar (C, H e N) e por HPLC.

A derivagdo das amostras foi realizada pela adi¢do de 4 mL da
amostra e 50 uL de HCIO, consecutivamente para 1 mL da solugdo
0,4% de 2,4-DNPH em acetonitrila. A solucio resultante foi estocada
a temperatura ambiente por aproximadamente 45 min, seguida pela
filtragem em membranas de polietileno 0,45 um (Milipore).

Um HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressao
modelo LC-20AD, detector com arranjo de diodos (DAD) modelo
SPD-M20A, injetor automdtico modelo SIL-M20A e forno modelo
CTO-20AC foram empregados para andlises. As separacdes foram
realizadas empregando-se uma coluna empacotada Shim-pack VP-
ODS (250 x 4,6 mm), com particulas esféricas de 5 um, conectada
a uma pré-coluna Shim-pack VP-ODS (5,0 cm x 4,0 mm, 5 um
- Shimadzu). A fase mével utilizada foi dcido acético 2% em dgua
(Solvente A) e metanol (Solvente B). As amostras foram eluidas de
acordo com o seguinte gradiente: 0 a 3 min (70% B); 3 a 5 min (70-
85% B); 5 a7 min (85-90% B); 7 a 9 min (90-70% B); 9 a 12 min
(70% B). A absorbancia foi medida a 365 nm, no fluxo de 1,0 mL
min’', temperatura de 40 °C e volume de injecao de 20 pL.

A conversdo quantitativa do aldeido nas bebidas destiladas em
2,4-dinitrofenil-hidrazona foi garantida pelo excesso de 2,4-DNPH
empregada. A quantificagdo foi realizada utilizando-se o método de
padronizacdo externa. A curva analitica foi obtida por sucessivas
dilui¢des da solucdo-estoque (1000 mg/L em acetonitrila) em solugio
de dlcool 50%, com uma faixa linear de 0-20 mg/L. Essa foi obtida
por regressdo linear, plotando-se a drea do pico versus concentragao.

Limites de deteccao (LD) e de quantificacao(LQ)

Os limites de detec¢@o e quantificagdo dos métodos foram es-
timados utilizando-se os parametros da curva analitica, conforme
equagdes abaixo:

LD =3,3xs/S (D
LQ=10xs/S )

onde, s € a estimativa do desvio-padrdo da resposta, que pode ser
a estimativa do desvio padrdo do branco, da equag@o da linha de
regressao ou do coeficiente linear da equacdo e S € a inclinacdo ou
coeficiente angular da curva analitica.?!*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Teor alcoolico, metanol e furfural

Os resultados obtidos por meio das andlises fisico-quimicas
estdo representados na Figura 1. Pode-se observar que, das amos-
tras analisadas, 25% se apresentaram fora dos padrdes de qualidade
exigidos quanto ao teor alcodlico, 16,67% quanto ao teor de cobre e
83,33% quanto a presenca de furfural. O metanol ndo foi detectado
nas amostras analisadas.

O teor alcodlico elevado observado na amostra 7 pode ser expli-
cado pela utilizagdo da bebida, na fabricagdo de blends, misturando-a
com outras cachacas mais fracas. Quanto aos teores alcodlicos
inferiores ao permitido na legislacdo, para as amostras 10 e 11,
podem ser relacionados as condi¢des de armazenamento da bebida,
tais como umidade, temperatura e porosidade do barril ou ao corte
incorreto durante a etapa de destilacio. Pesquisas de Maia e Campelo
mostraram que as perdas de etanol podem ser reduzidas durante o
envelhecimento, mantendo-se a temperatura da adega abaixo de 20
°C e a umidade relativa do ar em torno de 85%.% Entretanto, mesmo
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707 Limite MAPA (2005) processo de envelhecimento na formagdo de furfural. Para esses
60 autores, a presenca do contaminante estd relacionada ao processo
504 de destilagdo. Resultados semelhantes foram observados em sidras
2 por Madrera e colaboradores,'! que constataram aumento de furfural
s 401 apenas nas amostras que passaram por dupla destilagao.
T 30 A Barcelos e colaboradores,” analisando cachacas produzidas a
5 20 partir de cana ndo queimada, proveniente de trés regides do Estado de
Minas Gerais (Zona da Mata, sul de Minas e Vale do Jequitinhonha),
10 A verificaram concentra¢des de furfural dentro do limite estabelecido
pelo MAPA. Os autores atribuiram a formacdo do furfural a falhas
0 tororrorer e durante o processo fermentativo. Masson e colaboradores'® quantifica-
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 . .
ram furfural em amostras de cachacas produzidas com cana queimada
Amostras e ndo queimada e verificaram que a queima do palhico da cana-de-
actcar proporcionou um aumento significativo na concentragdo de
45 —— Limite MAPA (2005) furfural nas amostras analisadas. Segundo os autores, durante a quei-
s 401 ma, a exsudacdo do acticar torna-se um excelente aderente ao colmo,
8 35 de residuos da combustio, de particulas sélidas de solo, minerais e
E 301 outros. No processamento da cana, esses residuos sio transferidos
S 251 para o caldo e, em suspensdo, vdo para as dornas e posteriormente
g 20| para o alambique, cuja matéria organica ¢ transformada em furfural,
l; 15 | chegando ao produto final.
é 10 | Um problema comum que preocupa os produtores de aguardente
2 5 | de cana do Estado de Minas Gerais € o excesso de cobre nas bebidas.
De acordo com a Figura 1, 16,67% das amostras analisadas apresenta-
0- ram niveis superiores a 5 mg/L. A presenca desse metal se deve prin-
12345678 910112 cipalmente a dissolucao do carbonato bésico de cobre [Cu,(OH),CO;,]
Amostras presente nas paredes internas do alambique, pelos vapores dcidos da
bebida. A contaminagio pode ser evitada fazendo-se uma cuidadosa
— Limite MAPA (2005) l/ligieni;ag:&o dos glan}biques. nai safras e entressafras, utilizando-se
9 dgua e liméo na primeira destilacdo® ou filtros com adsorventes, como
8 o carvao ativado e as resinas de troca i0nica. Entretanto, recomenda-
7 se um cuidado especial na utilizagdo desses ultimos, pois, alguns
I 6 materiais retiram além do cobre substancias importantes para o
g’ 5 sabor e aroma da bebida, descaracterizando-a.>>® Quanto a relagio
° 4 entre o envelhecimento da bebida e o teor de cobre, alguns autores
2 3 apontam o processo de envelhecimento como uma alternativa para a
© reducdo do metal na bebida. Cavalheiro e colaboradores® mostraram
2 redugdo significativa quanto aos teores de cobre em 7 amostras de
1 cachaca, de diferentes procedéncias, antes e apds 0 armazenamento
0

N
N
w
N
(&)}
o
~

8 9 10 11 12

Amostras

Figura 1. Teores de dlcool etilico, furfural e cobre nas amostras de aguar-
dente de cana

assim, pode ocorrer perda de 1% ao ano.

As concentracdes obtidas nas amostras analisadas quanto ao teor
de furfural variaram de 4,28 a 39,78 mg/100 mL de dlcool anidro.
Pelos resultados apresentados na Figura 1, pode-se observar que
a maioria das amostras analisadas se apresenta fora dos padrdes
de qualidade exigidos, exibindo valores acima do permitido pela
legislacdo brasileira (5 mg/100 mL de dlcool anidro), exceto as
amostras 4 e 8. Este composto € um aldeido indesejavel na bebida,
por ser considerado nocivo a satide. A contaminacdo da bebida pode
ocorrer por meio da degradacio de pentoses durante as etapas de
fermentacao, destilagdo e envelhecimento da bebida. Outras possiveis
formas de contaminagdo da bebida sd@o por meio da requeima dos
barris de madeira, no processo de envelhecimento e pela queima da
cana durante a colheita.*!?

Estudos realizados por Miranda e colaboradores,* em cachagas
armazenadas em tonéis de madeira, submetidos ao tratamento de
irradiag@o por periodo de 390 dias, ndo mostraram influéncia do

em tonéis de carvalho com capacidade de 5 L, por um periodo de 6
meses. Resultados similares foram obtidos por Miranda ef al.,* que
atribufram a reduc@o do cobre a um possivel processo de absor¢ao
ou de adsor¢do promovido pela madeira, durante o processo de en-
velhecimento da bebida.

Carbamato de etila (CE)

A quantificacio do carbamato de etila foi feita utilizando-se a
técnica de padronizacdo externa e as curvas analiticas foram obtidas
por regressdo linear (y = 975050x + 2072,75). O coeficiente de cor-
relag@o obtido para a curva foi de 0,9997 e os limites de detecgio
(LD) e quantificacdo (LQ) encontrados foram de 15,7 e 52,5 ug/L,
respectivamente. De acordo com os resultados obtidos, todas as
amostras apresentaram concentragdes abaixo do limite estabelecido
pela legislacdo brasileira (150 ug/L), sendo a maior concentrag@o en-
contrada de 119 pg/L. Esses resultados se equiparam ao de Barcelos,
que também ndo encontrou niveis de carbamato de etila nas cachagas
do Sul de Minas Gerais.*

Diversos autores relatam a presenga elevada desse contaminante
em aguardentes de cana. Andrade Sobrinho et al.,”® investigando a
presenca de CE em amostras de cachagas, tiquira, grapa e uisque,
relataram que elas apresentaram teores médios de 770, 2400, 45 e
140 ug/L, respectivamente, observando que as amostras de cachaga

Apoio: Caixa Econémica Federal e Sindicato dos Quimicos, Quimicos Industriais e Engenheiros Quimicos de Sao Paulo



Conselho Regional de Quimica IV Regi&o (SP)

Vol. 34, No. 2

e tiquira apresentaram maiores concentragdes para esse composto
quando comparadas aquelas obtidas para as demais bebidas, além
de estarem com a concentra¢do de CE acima do limite exigido pela
legislagdo.

Barcelos e colaboradores,? avaliando amostras de aguardente
de cana de trés diferentes regides do Estado de Minas Gerais (Sul de
Minas, Zona da Mata e Vale do Jequitinhonha), obtiveram valores que
variaram de ndo detectado a 700 pg/L, encontrando um teor médio de
243 ug/L. Dentre as regides estudadas, apenas as amostras do Vale do
Jequitinhonha apresentaram niveis superiores ao estabelecido pelo
MAPA para o contaminante em estudo.

Estudos de Labanca et al.,*' com 71 amostras de aguardente de
cana provenientes de diferentes regides do Estado de Minas Gerais,
demonstraram teores médios de 893 pg/L. Segundo os autores, 35%
das amostras apresentaram teores de carbamato de etila entre 500 e
1000 pg/L e 12% continham teores 10 vezes maiores que o estabe-
lecido pela legislag@o.

Para alguns autores, a realizacdo da destilagdo da cachaca em
alambiques de cobre poderia ser uma agravante na formacéo do car-
bamato de etila, jd que hd a possibilidade de esse metal atuar como
catalisador nas reagdes de formagdo desse contaminante.!’ Porém,
ndo se observou correlagdo entre o material do alambique e teores
elevados de carbamato de etila nas amostras analisadas (Figura 2).
Estes resultados corroboram com estudos realizados recentemente,
como os de Barcelos et al. e Masson.?*

[o I
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Figura 2. Comparagdo entre os teores de cobre e carbamato de etila nas
amostras analisadas do Sul de Minas Gerais (CE — carbamato de etila e
Cu — cobre)

Acredita-se que a formagdo do CE durante o periodo de armaze-
namento da cachaca ocorra de maneira gradativa, por meio da reagdo
entre o etanol e a ureia formada pela degradacdo de precursores
nitrogenados, intrinsecos do processo de produgdo da bebida, sendo
os principais deles os aminodcidos arginina, ornitina e citrulina.
Além desses, outros compostos nitrogenados tém sido estudados
como possiveis precursores para a formagdo do carbamato de etila
antes e ap0ds o processo de destilacio, como € o caso do fosfato de
carbamila e do fon cianeto.?33*

Diversos trabalhos relatam a influéncia positiva do tempo de
estocagem e da temperatura na formagdo de carbamato de etila em
vinhos e cachagas.*>*® Nesse processo, a provavel via de formacao
do carbamato de etila seria por meio da reagiio do etanol com ureia
e com citrulina.

Acroleina
A curva analitica foi obtida por regressao linear (y = 133686,58x

—2471,76) e o coeficiente de correlacio de 0,9999, sendo y a drea
do pico obtida por meio das andlises de acroleina e x a concentragio
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correspondente. Os limites de detecgdo e quantificagdo obtidos foram
de 0,02758 e 0,09194 mg/100 mL de 4lcool anidro, respectivamente.

As concentragdes de acroleina presentes nas amostras de aguar-
dente de cana analisadas estdo mostradas na Figura 3.

8 1 — Limite MAPA (2005)

Acroleina (mg/100mL a.a.)
N

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Amostras

Figura 3. Concentragoes de acroleina nas amostras de aguardente de cana
analisadas do Sul de Minas Gerais

Pela andlise dos resultados, pode-se observar valores para teores
de acroleina de ndo detectado a 7,45 mg/100 mL de alcool anidro.
Dentre as amostras analisadas, somente a amostra 9 se apresentou fora
dos padrdes exigidos pela legislagdo brasileira, estando sua concen-
tragdo acima do limite estabelecido de 5 mg/100 mL de dlcool anidro.

Na literatura sdo encontrados poucos relatos sobre a quantificagdo
de acroleina em aguardentes de cana. Nascimento e colaboradores,
analisando 56 amostras de aguardentes de cana oriundas de varios
estados do Brasil, obtiveram concentra¢des que variaram de ndo
detectada a 0,660 mg/100 mL de élcool anidro.!” Posteriormente,
Nascimento et al., avaliando a influéncia da destilacio de aguarden-
tes de cana em alambiques confeccionados com cobre e ago inox,
quanto a presenca de alcodis, ésteres, dcidos, aldeidos e cetonas, ndo
detectaram a presenca de acroleina nas 3 amostras analisadas, prove-
nientes de cada alambique.** Em 2006, Braga avaliou a presenga de
acroleina em aguardentes de cana produzidas com trés linhagens de
leveduras com temperatura de fermentacéo controlada (20 e 32 °C)
e encontrou niveis inferiores a 0,7 mg/100 mL de 4lcool anidro para
o contaminante.”” Esses valores relatados na literatura mostram-se
bem inferiores aos resultados obtidos para a maioria das amostras
analisadas no presente trabalho.

Para Azevedo e colaboradores, esse contaminante pode ser
formado durante o processo de fermentagdo da bebida, por meio da
degradacio do glicerol, podendo também estar associado a presenga
de bactérias termofermentativas (Bacillus amaracrylus e Lactoba-
cillus colinoides).”!

CONCLUSAO

Em termos fisico-quimicos, 25% das amostras analisadas apresenta-
ram-se fora dos padrdes de qualidade exigidos quanto ao teor alcodlico,
16,67% quanto ao teor de cobre e 83,33% quanto a presenca de furfural.
Todas as amostras apresentaram concentracdo abaixo do estabelecido
pela Legislagdo (150,00 pg/L) para o carbamato de etila e, para a acrole-
ina, apenas uma amostra apresentou niveis superiores a 5,00 mg/100 mL
de dlcool anidro. O metanol ndo foi detectado nas amostras analisadas.
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RESUMO

A osteoporose é definida pela Organizacdo Mundial de
Saude como uma doenca metabdlica Ossea sistémica,
caracterizada por diminuicdo da massa 6ssea e
deterioracao da microarquitetura do tecido 6sseo, com
conseqiiente aumento da fragilidade do osso e da
suscetibilidade a fraturas. A suplementacéo de célcio
pode ser realizada utilizando-se diferentes sais de célcio.
O mais recomendado é o carbonato de calcio, que
apresenta a maior quantidade de calcio elementar (40%).
Atualmente, quando todos os caminhos levam a busca
da qualidade total, torna-se indispensavel conhecer
perfeitamente cada fase de um processo produtivo. Neste
caso, a validacao é uma ferramenta da qualidad?
adequada para garantir a confiabilidade e
reprodutibilidade de um método analitico, pois é ura-aio
documentado que atesta que 0 mesmo ccndiz a
resultados esperados. A escolha de uma me ofaiogia é
de fundamental importancia para o procdiiviento do
controle de qualidade da substancia ativa au da forma
farmacéutica. Desta forma, o preseiite 2studo teve por
objetivo desenvolver evalidar o.meuo de doseamento
da matéria-prima carbonato de calcio por titulometria.
As caracteristicas de desanpanho investigadas no
processo de validacgéo fora: exatiddo, precisdo, limite
de deteccdo, limite de quantificacéo, linearidade e
robustez. Os resultados obtidos demonstraram que o
método é robusto, exato e preciso, apresentando
resultados reprodutiveis e confiaveis.

Palavras-chave: validacao; titulometria; carbonato de calcio.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de um método analitico, adaptacéo
ou implementago de método conhecido, envolve processo de
avaiacdo que estime sua eficiéncia na rotina do laboratorio.
Esse processo € denominado de validagéo (Brito et a ., 2003).

* Autor Correspondente: Pedro José Rolim Neto - Laboratério de
Tecnologia dos Medicamentos - Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas - Faculdade de Farmécia - Universidade Federal de
Pernambuco, UFPE - R. Prof. Arthur de S& s/n° - Cidade
Universitéria- CEP: 50740-521 - Recife - PE, Brasil - Fone / Fax:
(81) 3272-1383 - e-mail: pedro.rolim@pg.cnpa.br

A validag&o do método analitico € um aspecto vita
da garantia da qualidade analitica e se constitui em umadas
exigéncias das normas de Bozz Préticas de Laboratdrio (BPL)
e Boas Préticas de Fakricacac (BPF) vigentes (Soares
Sobrinho et al., 2006)

Em um prcarana de garantia de qualidade bem
estruturado, a val da;aodo método constitui-se em atividade
essencia einitial, re »'esentando um fator critico na validagdo
do procesen pradutivo (Soares Sobrinho et al., 2005).

Saqunuo aRDC 210 (ANVISA, 2003b), validacdo
€ urcto socumentado que atesta que qualquer procedimento,
process »; equipamento, material, operacdo, ou sistema
realnente conduz aos resultados esperados.

A validag&o tem como objetivo principal assegurar
gue determinado procedimento analitico forneca resultados
reprodutiveis e confiaveis, que sejam adequados aos fins para
0s quais tenha sido plangjado (Matioli et a., 2004). Para
tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo,
precisdo, limite de quantificac8o, sensibilidade, exatid&o,
adequados aandlise (ANVISA, 2003a).

Uma vez validada uma metodol ogia analitica, esta
pode ser utilizada como pré-requisito para o estudo de
estabilidade bem como para o préprio controle de qualidade,
além de ser utilizada na vaidagdo de limpeza e processo
(SilvaFilho et al., 2006).

A necessidade da validacdo é justificada por ser um
requisito inerente aos modernos processos de registro de
medicamentos, para garantir a qualidade do produto, bem
como para a inddstria, do ponto de vista econdémico e de
competitividade no mercado (Monteiro et a., 2006).

A validag@o a ser redlizada nesse estudo € para
quantificagdo do carbonato de calcio, este apresenta-se como
suplemento mineral, fonte de célcio, e sua determinagdo foi
realizada através de método volumétrico de complexagao.

Os suplementos de célcio sdo geralmente
encontrados na forma de sais ou combinag6es de sais, por
exemplo, carbonato, citrato, lactato e fosfato. Tais
suplementos irdo variar no contelido de célcio, com maior
porcentagem para carbonato de céalcio (40%). A ingestdo de
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doses de 1500mg/dia de célcio ajuda na prevencgdo e
tratamento da osteoporose (Bedani & Rossi, 2005).

A titulagdo por formacao de complexos séo reacles
gue dependem da combinacdo de ions, diversos dos ions de
hidrogénio e hidréxido, que formam um ion ou um composto
levemente dissociado. O &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), comumente naformade sal dissodico, € um reagente
muito importante para as titulacbes com formagdes de
complexas e se tornou um dos mai s notaveis reagentes usados
natitrimetria (Jeffery et a., 1992).

Com isso, o presente estudo teve como objetivo
desenvolver e validar o método analitico de doseamento do
carbonato de célcio matéria-prima através datitulometria por
complexacgdo, com intuito de otimizar o método
farmacopeico, garantindo que este atenda as exigéncias das
aplicagbes analiticas, preconizadas pela ANVISA.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Para o estudo desenvolvido, foram utilizadas
vidrarias certificadas e reagentes preparados conforme
métodos farmacopeicos, de forma a minimizar possiveis
variaveis que poderiam influir na confiabilidade do método
empregado.

Instrumentos

Balanca analitica (Shimadzu® AW 220)..esiufa
(Imarvil®), espétula, agitador magnético (Quimis®;. inade
agitacdo e suporte metalico.

Reagentes

EDTA 0,05M (SV) Merck®. &cido cloridrico PA
(Quimex®), hidréxido desddie, (Nuclear®), azul de
hidroxinaftol (Vetec®) e éxuadeanizada.

Amostra utilizada

Carbonato de célcio (Dinalab®, teor: 97,44%).
METODOS

Desenvolvimento do método analitico

O método analitico utilizado foi uma adaptacéo do
doseamento do carbonato de célcio matéria-prima descrito
na USP (United States Pharmacopoeia, 2006). Segundo este,
para o preparo da amostra deve-se pesar 200mg de carbonato
de célcio e dessecar a 200°C por quatro horas. Umedecer a
amostra com um pouco de agua purificada e adicionar
lentamente acido cloridrico 3 N suficiente para dissolver.
Adicionar 100mL de &gua, 15mL de hidréxido de sédio 1 N
e 300mg de azul de hidroxinaftol, titular com uma solugéo

de EDTA 0,05M (SV) até coloragdio azul. CadamL de EDTA
equivale a5,004mg de carbonato de célcio.

A adaptacdo propostafoi avaliar a necessidade de
dessecacdo da amostra e a quantidade de indicador suficiente
para a verificagdo do ponto de equival éncia

A partir do método farmacopéico foi realizada uma
andlise comparativa do doseamento, com e sem dessecar a
amostra, com o intuito de aumentar a agilidade do processo
analitico. Em seguida, foram testadas variagBes na quantidade
de indicador utilizada, visto que o mesmo dificultava a
visualizagéo do ponto de viragem.

Validacdo do método analitico
Parametros avaliados

Conforme a Resoliicin RE 899, de 29 de maio de
2003, considerando que e *e trabr.ho encontra-se classificado
na Categoria | da Takd'a 2, foram avaliados os parametros
de: robustez, linearicade, limite de quantificagdo, limite de
deteccdo, precisto € exatiddo para validagdo do método de
doseamento du: carbciato de calcio matéria-prima (ANVISA,
2003a).

Rous~z

A robustez € a medida da capacidade que o método
aoresenta em se manter inalteravel através de pequenas, mas
deliberadas modificagBes em seus parametros e fornecer
indicagdes de seguran¢a durante o uso hormal.

Para validagdo do método foram analisadas
variagdes nos volumes de hidréxido de sadio e fabricante
do EDTA. Foram realizadas andlises das amostras em seis
replicatas na concentracdo de 200mg (100%).

Linearidade

E a capacidade de um método analitico de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro
de um interval o especificado.

O teste foi realizado a partir de trés curvas
auténticas, construidas por cinco concentragdes (100, 125,
150, 175 e 250mg) que variaram num intervalo de 50% a
125% da concentragdo do teste, ou seja, dentro dafaixade
aceitacdo do produto.

Preciséo

O teste de precisdo pode avaliar os critérios de
repetitividade, precisio intermediaria e de reprodutibilidade.
Neste trabalho, a precisdo foi avaliada em dois niveis,
repetitividade e precisdo intermedidria. A repetitividade
(precisdo intra-ensaio) é a concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista
e mesmainstrumentacdo. A precisdo intermediéria (precisio
inter-ensaio) corresponde a concordancia entre os resultados
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do mesmo laboratério, porém obtidos em dias diferentes,
com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes.

A repetitividade foi determinada pela andlise de
seisreplicatas e a precisdo intermediaria também realizada
em seis replicatas, mas em dois dias por analistas
diferentes.

Exatiddo

A exatiddo de um método analitico é a proximidade
dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo
ao valor tedrico.

A exatiddo foi obtida a partir de andlises de amostras
em concentracdes conhecidas de carbonato de célcio, em trés
replicatas, equivalentes a 50, 100 e 150% (baixa, média e
alta) da concentragéo tedrica analisada (200mg), cobrindo a
faixa especificada do produto que varia de 98,5 a 100,5%.

Andlise Estatistica

Utilizou-se ANOVA como ferramenta estatistica
para andlise dos dados obtidos bem como teste t de student,
teste T, coeficiente de variacgo-CV, desvio padréo-desvpad
emédia (Granjeiro Junior et a., 2004).
RESULTADOS
Desenvolvimento do método
Retirada da dessecacdo

Com o intuito de agilizar a andlise do'tesl2 de

doseamento, bem como de reduzir o custo, veriTitou-se a
interferéncia da etapa de dessecagdo durariie a andlise.

Tendo em vista que a dessecaco é utilizada apenas para a
retirada da umidade residual, acreditando n&o interferir no
procedimento. O estudo comparativo foi realizado em
quadruplicata. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos desta
andlise e o tratamento estatistico realizado pelo teste t-
Student que analisou se havia diferenca entre as médias
obtidas.

Quantidade de indicador

A quantidade de indicador preconizada pela
monografia inscrita na Farmacopéia Brasileira (1988), de
300mg, dificultava a visualizagdo do ponto de viragem, por
isso foi realizado um estudo prévio para se determinar a
guantidade de indicador ideal para se visualizar o ponto de
equivaléncia com nitidez. Foram testadas seis replicatas
utilizando quantidade de az'ul de hidroxinaftol equivalente
a 150, 225 e 300mg. A Tabela ” mostra o resultado obtido
das andlises pelo métzaa emidesenvolvimento. Foi realizado
0 tratamento est=*ittico através da ANOVA (Granjeiro
Janior et al., 2004)' ave analisou se havia diferenca entre
as médias obt.das a partir das quantidades de indicador em
estudo.

Ve'idagao do método de doseamento de carbonato de
cAi%i0 = natéria-prima

Rarametros avaliados
Linearidade
Os resultados da linearidade est8o expostos na

Tabela 3. Os pontos das trés curvas de linearidade foram
plotados em um Unico gréafico evidenciado na Figura 1.

Tabela 1 - Comparagdc enti2 0s resultados obtidos das andlises realizadas com e sem a dessecacéo e o tratamento

estatistico presumiragariancias diferentes.

. Amostras— Concentracéo (%) Média DPR
Método 1 > 3 (%) %) t(cal) 1(0.95,3)
Com
d 0 97,57 96,29 97,06 96,80 96,93 0,55
mam‘? 12641  2,4469
~ 97,57 97,57 97,06 97,06 97,32 0,30
dessecacéo

Tabela 2 - Avaliagdo da quantidade de indicador a ser empregado no método em desenvolvimento utilizando

ANOVA one-way.

Quantidade Amostras— Concentracao (%) M &di
S ia DPR

delrzrc]iql;;;\dor 1 5 3 4 6 (%) (%) F(cal) F(0.95,5)
150 96,95 96,83 96,95 96,83 97,09 97,09 9696 0,12
225 97,09 96,95 97,09 97,09 96,83 96,83 9698 0,13 25046 3,6823
300 9,83 97,09 97,20 97,33 97,09 97,20 97,12 0,17
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Tabela 3 - Resultados da linearidade.

Concentracao de

Concentracéo de CaCO 3 (mg)

Média das

0,
CaCO3(mg) Curval Curva?2 Curva3 curvas (mg) DPR (%)
100 98,33 97,58 97,33 97,75 0,53
125 121,10 121,35 121,10 121,18 0,12
150 145,37 145,62 146,12 145,70 0,26
175 171,14 170,14 172,64 171,31 0,73
250 245,20 247,70 246,20 246,37 0,51
Grafico de Regressao linear
250,00 r =0,99967
8
& 200,00
c
o 150,00
c
@]
O 100,00 A
50,00 -
0,00 ; ; ; —
i &0 100 180 20 260
my
Figural. Curvaanalitica
Tabela4 - Resultado da robustez variando a guantidade de hidroxido de sédio 1 N.
Volumede Amostras— Coricentiacao (%) Média DPR
NaOH (mL) 1 2 3 4 5 6 (%) () @) F09%59
13 96,33 96,70 oG53 - 96,83 96,70 97,08 96,70 0,26
15 97,20 96,70 26,05 96,33 97,08 97,08 96,89 0,33 05988 3,6823
17 96,70 07,08 9695 9645 97,08 96,77 0,33

96,32

Tabela 5 - Resui=da darobustez variando diferentes fabricantes de EDTA 0,05 M, presumindo variancias

equivalentes.
Prg(;egsn- Amostras — Concentracéo (%) Média  DPR () (098
0, 0, +I9,
EDTA 1 2 3 4 5 6 %) (%)
96,83 9645 9658 9658 9633 9658 9656 017
Nuclear® 9653 9640 9640 9665 9665 9678 9657 016 A7 22622

Robustez

Os resultados obtidos com o pardmetro robustez para
0 volume de NaOH 1N utilizado foram tratados estatisticamen-
te através da ANOV A one-way, paraavaliar se havia diferenca
entre as médias obtidas e estdo demonstrados na Tabela 4.

A avaliagdo da procedéncia (fabricante) de EDTA
foi realizada utilizando uma solucdo da Merck® e outra so-
lucdo preparada com o sal da Nuclear®, o qual foi fatorado

seguindo método farmacopeico. Os resultados estdo dispos-
tosnaTabelab.

Precisdo
Repetitividade

A repetitividade foi realizada em sextuplicata e os
resultados obtidos encontram-se expostos ha Tabela 6.
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Precisdo Intermediaria

Os resultados obtidos com este parametro estéo dis-
postos na Tabela 7.

O tratamento estatistico realizado pelo teste t-
Student verificou se havia diferenca entre as médias obti-
das entre os analistas no primeiro e segundo dia, assim como

entre 0 mesmo analista nos diferentes dias, podendo ser
visualizado na Tabela 8.

Exatiddo

Os resultados obtidos com o parémetro exatidéo
estéo dispostos na Tabela 9.

Tabela 6 - Resultado analitico da repetitividade do método.

Concentracéo (%) Média DPR
Amostras 1 2 3 4 5 6 (%) (%)
96,58 96,33 96,58 95,08 97,33 96,08 96,33 0,77
Tabela7 - Resultado analitico da precisdo intermediaria do método.
Amostras—Concentragéo (%) . Média DPR
1 2 3 4 5 L () (%)
Analista 1 1°dia 9858 9783 9758 9695 | 9135 97,05 1,68
2°dia 97,83 97,32 97,32 9753 €732 97,47 0,23
Analista 2 1°dia 97,58 97,08 9758 ¢75&6 97,32 97,43 0,23
a 2°dia 97,32 97,63 9758 L7758 97,08 97,44 0,24
Tabela 8 - Tratamento estatistivo Gaprecisdo intermediaria do
método.
t calculado t(0.95,5)
1°dia—Analistas 1.<? 0,5080 2,7765
2°dia—Analistez! e2 0,2460 2,3060
Analistal—1%€e ?° riias 0,5703 2,7765
Analista 2 - L2¢2° dias 0,0689 2,3060
Tabela9 - Resultado ariai‘tico e tratamento estatistico da exatidéo.
Concentragdo . - - Amostras(mg) 1o .
tedrica (%) Y > 3 Média (%) DPR (%) t(cal) t(0.95,2)
50 99,08 99,58 99,08 99,16 0,38 3,8099
100 199,16 198,91 199,66 199,24 0,38 3,4470 4,303
150 298,99 299,24 299,74 299,32 0,38 3,0842
DISCUSSAO

Desenvolvimento do método
Retirada da dessecacgéo

Conforme observado na Tabela 1, como o't calcu-
lado é menor que o t tabelado, pode-se afirmar que néo ha
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados
médios obtidos, com um intervalo de confiangca de 95%.
Sendo assim, aretirada da dessecacdo passou a ser utilizada
pelo método a ser validado, por ser mais vidvel narotina
laboratorial.

Quantidade de indicador

De acordo com a Tabela 2, o F calculado € menor
que o F tabelado, logo se confirmou estatisticamente que o
método ndo sofreu interferéncia com as diferentes quantida-
des de indicador testadas, e desta forma adotou-se 150mg,
em virtude da melhor visualizacgo do ponto de viragem e
também considerando uma provavel reducéo de custo
operacional.
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Validacéo do método
Parametros avaliados
Linearidade

Pelo método dos minimos quadrados obteve-se a
seguinte equacdo dareta: y = 0,9947x - 2,6855. A andlise da
regressdo linear demonstrou um coeficiente de determina-
¢ao (R?) muito préximo da unidade (0,99967), o que com-
prova alinearidade do método.

Através da andlise de variancia (ANOVA), pode-
mos testar a linearidade do método e a significancia estatis-
tica da curva gjustada. Utilizando a raz&o entre a média
quadrética devido afalta de gjuste e a média quadratica de-
vido ao erro puro foi possivel verificar se houve falta de
ajuste.

Esta relacdo apresentou um F calculado de 2,7192
abaixo do valor critico tabelado 3,7083; onde podemos afir-
mar no nivel de 95% de confianca que o modelo linear esta
bem gjustado na faixa de concentracdo estudada.

A partir da curvaanaliticaforam estimadoso LD e
LQ, atravésdas formulas LQ = DP,x 10/ICeLD =DP,x 3/
IC, obtendo os seguintesvaloresLD =1,41mgelLQ=2,14
mg. Onde: DP,_ € o desvio padr&o do intercepto com o eixo
do Y, médio dastrés curvas e IC é ainclinagdo da curvade

calibragéo.
Robustez

De acordo com os resultados descritos nas Tasdl 75
4 e5, e o tratamento estatistico realizado por ANO /A one-
way e pelo teste t-Student respectivamente, peda-sc afirmar
que o método é robusto, com 95% de confiance, pois ndo ha
diferenca estati sticamente significativa efnie x5 médias dos
parémetros avaliados.

Precisdo

De acordo com os v=suitados expostos na Tabela 6
pode-se concluir que o método apresenta uma boa
repetitividade, visto que o desvio padrdo relativo é inferior a
5%, limite especificado pela RE 899 ANVISA (20033).

Como observado nas Tabelas 7 e 8, o't calculado é
menor gue ot tabelado, logo podemos afirmar com 95% de
confianga que ndo ha diferenca estatisticamente significati-
va entre dias e andlistas. Portanto, 0 método apresenta-se
preciso intra-corrida e inter-corrida.

Exatidao

De acordo com o tratamento estatistico realizado
por t-Student, vendo que o t calculado foi inferior ao t
tabelado para as concentragdes citadas na Tabela 9, ndo ha
evidéncia de erro sistematico no método analitico com nivel
de confianca de 95%, comprovando assim que o método &
exato.

A partir dos resultados obtidos, 0 método passou a
ser utilizado sem a necessidade de dessecar a amostra,
tornando-o0 mais rapido e pratico. Outra modificacéo
importante foi a reducéo da quantidade de indicador com o
intuito de facilitar a percepcdo do ponto de equivaléncia.

Os parametros investigados garantiram que o
método € robusto, exato e preciso para determinaco de teor
de carbonato de célcio, portanto é considerado validado,
conforme a RE 899, ANVISA. E um método simples, rapido
e apresenta confiabilidade e seguranca necessdria para
procedimentos analiticos, sendo recomendado para andlises
em laboratdrios de controle de qualidade. Apresenta-se
portanto, como uma alternativa de baixo custo paraarotina
daindustria farmacéutica e farmécias magistrais.

ABSTRACT

Optimization and-validaion of volumetric analytical
methor.fCr ca'cium carbonate assay

Osteoporos's is'defined by the World Health
Organizauian as a systemic metabolic bone disease
characterized by a reduction in bone mass and
deferiaration of the bone tissue microarchitecture,
recltirigin an increase in bone fragility and susceptibility
tafractures. Calcium supplementation can be carried
aut with various calcium salts. The most recommended
is calcium carbonate, which hasthe greatest proportion
of elementary calcium (40%). Nowadays, when all paths
in product development are converging on a search for
total quality, it is becoming indispensable to know as
much as possible about each phase of a production
process. In the case of an analytical method, validation
isa suitable quality control tool to ensureitsreliability
and reproducibility, asit isa documented procedure that
certifiesthat it leadsto the expected results. The choice
of analytical method is of fundamental importance to
controlling the quality of an active substance or a dosage
form. Therefore, the aim of this study was to develop
and validate the use of titration asthe dosing method for
the raw material calcium carbonate. The performance
characteristics investigated in the validation were:
accuracy, precision, detection limit, quantitation limit,
linearity and robustness. The results obtained show that
the method is robust, accurate and precise, giving
reproducible and reliable results.

Keywords: validation; titration; calcium carbonate.
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