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RESUMO

Na rotina do Laboratorio Oficial, no que concerneCantrole de Qualidade de medicamentos,
nao é fato pouco comum a obtencédo de resultadgsalglades discutiveis, mesmo seguindo
com todo rigor a metodologia descrita em um comigétmmado como referencial. Alguns
métodos de andlise que utilizam Cromatografia ldiguile Alta Eficiéncia (CLAE), cujos
resultados, por vezes, causam espécie ao anafistéernos de adequacdo do sistema
(retencdo, numero de pratos tedricos, seletivideelnlucdo e simetria), inviabilizando os
resultados finais, comparados ao que consta nagrafieoos dados referentes a conformidade
e adequacéo do cromatograma.

O trabalho aqui apresentado tem como objetivo mostrvalidagéo intralaboratorial de um
novo método por cromatografia em fase liquida psar o 4cido acetilsalicilico e o acido
salicilico em comprimidos que apresentou dadoseaefes a adequacao do sistema melhores
do que a metodologia por cromatografia em fasedé&da Farmacopéia Americana (USP 30)
e vantagens metodolégicas sobre a metodologiandttica da Farmacopéia Brasileira (FB
2002).



ABSTRACT

The obtention of doubtful results concerning Qyaliontrol of drug products is not unusual
in the routine of a official laboratory, even icampendia referenced methodology is strictly
followed. Some of these analytical methods are dase High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), which results are frequeditgurbed by questions related to system
suitability standards (retention, number of thdoett plates, selectivity, resolution and
symmetry) set in particular monographs.

The aim of this work is to describe the validatiwina novel HPLC method applied to the
analytical determination of acetylsalicylic andigdic acid in tablets, which presented better
results of system suitability than USP 30 HPLC modihand it is advantageous in relation to
the Farmacopéia Brasileira (FB 2002) titration mdthas well.
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1 INTRODUCAO

1.1 O PAPEL DA VIGILANCIA SANITARIA

O novo salto na concepcgdo nacional de Vigilanciait&a@a pode ser mais bem entendido

através da definicdo constante na Lei n°. 8.08D98€, que regulamenta o SUS. “Entende-se
por Vigilancia Sanitaria como um conjunto de agéssazes de eliminar, diminuir ou prevenir

riscos a saude e de intervir nos problemas sasstatecorrentes do meio ambiente, da
producdo e circulacdo de bens de servicos de @seeda saude...” (SILVA, 2000).

No bojo das conquistas sociais advindas da promédgda nova Constituicdo Federal, surgiu
0 Caodigo de Defesa do Consumidor (Lei n°. 8.079,9890), que, entre outras determinacdes,
busca a protecdo da saude do individuo contrasossrido consumo de produtos considerados
perigosos ou nocivos. O Cdédigo de Defesa do Cortkamneixterna o entendimento social de
serem a qualidade e o risco responsabilidadesxicdate (SILVA, 2000).

A acdo da Vigilancia Sanitaria deve ocorrer quamddficada a existéncia de riscos ou
situacdes provaveis de ocorréncias de riscos, di® moe, encontradas as causas, atue-se para
evitar a reincidéncia desses fatores. Assim, ccfmio da precaucdo é, por natureza, 0 mais
tipico dos atuais principios relacionados a VigilarSanitaria, porque € em funcéo dele que
os profissionais atuam. E para a existéncia (obghitidade de existéncia) de risco que se
dirigem as acdes da ANVISA (ZILDA, 1998).

No dia 27 de janeiro de 1999 o Congresso Naciomahplgou a lei 9782 que dispde sobre 0
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria e criolig&ncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Segundo esta lei, ficou definida que a Agéncia dfedi de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
teria por finalidade “promover a protecédo da sada@opulacéo, por intermédio do controle
sanitario da producdo e da comercializacdo de predel servicos submetidos a Vigilancia
Sanitaria, inclusive dos ambientes, dos procesdos, insumos e das tecnologias a eles
relacionados, bem como o controle de portos, aetape fronteiras”’(PIOVESAN, 2002).



Instituto Nacional de Controle de Qualidade em d8a(iNCQS) assumiu um papel de
acompanhar todas as alteracbes no cenario dandgil&anitaria. O Instituto teve suas
atribuicdes ampliadas e suas agOes acabaram ptorrsr mais efetivas no ambito da
referéncia nacional e das acgles cientificas e l@gicas, relacionadas ao controle de
gualidade de produtos de interesse da saude. @uafarlegislacdo vigente no periodo, o
INCQS tornou-se subordinado tecnicamente a Anvisadeninistrativamente, a Fiocruz
(PIOVESAN, 2002).

1.2 COMPETENCIAS DO INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLBE QUALIDADE
EM SAUDE

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade eniid®aacumula diversas atribuicbes
conforme consta no artigo numero 32, do Decre#®/85 de 09 de junho de 2003, referentes
ao Estatuto da Fiocruz. Dentre as diversas fungodsistituto consta aquela relacionada ao
controle de qualidade de produtos para o consumwaho, em especial os medicamentos
(INCQS, 2004).

O INCQS atua em todo o territério nacional atendead Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Entre os parceiros do INCQS pode-se aitdNVISA, os Laboratorios Centrais e
Centros de Vigilancia Sanitaria das Secretariaaddstis e Municipais de Saude (INCQS,
2004).

As atribuicdes do INCQS resumem-se a atividadehisivas de Estado. Suas missdes mais
destacadas sédo: pericia analitico-laboratorial ootexto legal da vigilancia sanitaria e

desenvolvimento e transferéncia de tecnologia peragao técnica com organismos nacionais
e internacionais. Desta forma, o INCQS acaba psempenhar papel de principal 6rgao

nacional para questdes tecnologicas e normativdativas ao controle de qualidade de

insumos, produtos, ambientes e servicos no conxt8US. Este conjunto de atribuicbes

torna a atuacdo do INCQS estratégica para a vag&anitaria e mais ainda para a ANVISA

(INCQS, 2004).

O INCQS tem como Missdo — “Contribuir para a prodme recuperacdo da saude e a
prevencdo de doencas, atuando como referéncianahgmara as questdes cientificas e
tecnologicas relativas ao controle da qualidadprddutos, ambientes e servigos vinculados a
vigilancia sanitaria” (INCQS, 2004).



O INCQS tem como Visdo — “Ser reconhecido como @rdé alta competéncia para as
guestdes cientificas e tecnologicas relativas atrale da qualidade de produtos, ambientes e

servicos vinculados a vigilancia sanitaria” (INCQ@804).

1.3 A FARMACOPEIA BRASILEIRA

As farmacopéias sdo os Codigos Oficiais Farmaasuitie um determinado pais que tem por
objetivo estabelecer a qualidade dos medicamemtosis®. Hoje em dia os objetivos das

entidades que elaboram as farmacopéias (a Farmaddasileira é elaborada pela Comisséo
Permanente de Revisdo da Farmacopéia - CPRFBé goma comissao oficial, nomeada pelo

Diretor-Presidente da Agéncia Nacional de Vigilan8anitaria) sdo mais amplos. Estédo

focadas na formacéo e aperfeicoamento de recuwsoartos na area de controle de qualidade
€ apoio a pesquisa, visando aumentar a segurafgaeia dos farmacos em uso.

No caso brasileiro, a escolha dos medicamentoseansacluidos no compéndio oficial ndo é
aleatoria. Em primeiro lugar, sdo escolhidos os ica@tentos que constam da Relacdo
Nacional dos Medicamentos Essenciais (RENAME) odigda da Organizacdo Mundial de
Saude. Sao, também, elaboradas em carater dedpderias monografias dos medicamentos a
serem utilizados pelos programas especiais de gsadde novos produtos de maior interesses
terapéutico (DEF, 2004).

A Farmacopéia Brasileira elabora textos técnicasn@ por exemplo: testes ou métodos de
analise e monografias para a matéria-prima (ingrédiativo do medicamento na sua forma
basica) e especialidades farmacéuticas (comprimizigssulas, cremes, pomadas, injetaveis,
etc.) (DEF, 2004).

Para elaborar as monografias para a Farmacopéiaildda (FB), primeiramente, a

subcomissdo pertinente € um membro da CPRFB coneguipe ou um o6rgéo oficial de

controle de qualidade no Brasil (cuja referéncia énstituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude — INCQS - na Fundacdo Oswaldz, Grrticulado aos demais

laboratorios centrais dos estados — LACEN) ou urdastria farmacéutica, que podera propor
a monografia de um farmaco (DEF, 2004).



A monografia devera ser submetida a uma série aleaglies que comprovem tratar-se de um
método analitico, perfeitamente validado. Se a m@i@ for julgada adequada pela CPRFB,
ela é remetida para os outros colaboradores dané8,trés segmentos que a compdem:
INCQS e 6rgéaos oficiais de controle de qualidaddystria farmacéutica e universidades, com
0 objetivo de certificacdo, ou seja, verificar smetodologia funciona e fornece os mesmos
resultados em diferentes laboratorios (DEF, 2004).

Com base nos resultados obtidos a monografia @lrada pela CPRFB e, sendo aprovada, €
colocada em Consulta Publica durante trés meses,gpaeciacdo da comunidade cientifica.
Caso nao ocorram manifestacdes contrarias, que sedlisadas, a monografia é enviada a
apreciacao e oficializacdo da ANVISA (DEF, 2004).

1.4 PERICIA ANALITICO-LABORATORIAL DE MEDICAMENTOS

Existem fatores que determinam a aceitacao ow&gjale medicamentos dentro dos critérios
de qualidade. Para avaliar se 0 medicamento atl@ndodo previsto, Varios ensaios sao
especificados compreendendo um conjunto de normlasienadas junto aos métodos de
analise correspondente. Estes ensaios ou métodasatise estdo descritos na monografia de
cada produto na farmacopéia oficial. Uma vez qaeéeb codigo oficial, que estabelece os
padrdoes a que determinada substancia deve satigfare ser utilizada como medicamento
(KOROLKOVAS A, 1984).

Devido ao fato do Laboratorio Oficial ndo disporammente das mesmas condi¢des
instrumentais nas quais o0 método Farmacopéicaal@ado, faz-se necessario a realizacdo de
estudos que visem a adequacdo do método analéticoraicbes do laboratério no qual ele
sera usado. Como exemplo, podemos citar tamantiona fda particula da fase estacionaria e
percentagem de recobrimento da fase ligada (defesida carbono) que geralmente ndo séo
citadas no método e que afetam diretamente um ¢tognaana, em termos de retencao (K),
seletividade ), numero de pratos teéricos (N) e simetria (asesevarios parametros
simultaneamente). Compromete a resolucao (R),biiaando os resultados finais em relacéo
as especificagbes contidas na monografia refereatesonformidade e adequacdo do

cromatograma.



O INCQS, o responsavel pela rede compostas postosihaboratorios Centrais (LACENS),
recebe continuamente uma grande quantidade de rasiabversificadas de medicamentos
provenientes de diversos estados. Em vista didtstduto deve estar capacitado a realizar
diversos métodos de andlise que sejam de execugdlo ef que produzam resultados
confidveis. Estas caracteristicas sdo também iamertuma vez que sdo os resultados das
andlises que permitirdo a ANVISA tomar decisbesat&gicas que minimizem o risco

sanitério para a populagéo.

1.5 A ASPIRINA

1.5.1 Breve Histo6rico

Em 1999 a aspirina completou 100 anos de sucessmuéd Registrada sob a patente n.
36433 de Berlim, em 1899, a aspirina superou gesgd continua sendo a droga mais
utilizada no combate a dor. Além disso a cada angesn mais indicacOes terapéuticas para
este farmaco (MINATTI, 2005).

Hoje, a aspirina - acido acetilsalicilico - € onfi@co mais popular em todo o mundo. A cada
ano, 50.000 comprimidos de aspirina sdo vendidasdmlmente - isto sem contar as outras

formas de apresentacdo do acido acetilsalicilicomnadas no mercado, quer seja em outras
marcas da aspirina ou, ainda, associadas a outaigaicos, tais como cafeina ou vitamina C

(MINATTI, 2005).

Embora sintetizada como analogo de uma substaresamge no salgueiro brancal(x alba),

a aspirina ndo € uma substancia de ocorréncia haundo fazia parte da lista original de
farmacos antiinflamatérios nao esteroidais. O reeoimento das atividades biolégicas era
atribuido a salicina (glicosidio do alcool salwdl, originalmente isolada das cascas do
salgueiro $alix sp.) pelo farmacéutico francés H. Leroux em 1829. rdnpira referéncia
moderna do uso das cascas do salgueiro no tratamerondicdes febris é de 1763, contudo
sabe-se que tanto Hipdcrates como Paracelso jéeciani as propriedades curativas desta
planta. Apés o seu isolamento, a salicina foi ifieatia como sendo, na realidade, um pro-
farmaco que era convertido no principio ativo, m@calicilico, no trato intestinal e figado
(ROCHA, 1999).



O &cido salicilico teve suas atividades comprovadasao um excelente antiinflamatorio,
analgésico e antipirético, mas mesmo seu sal sdaioeou ser de dificil consumo por
periodos mais prolongados devido as irritacbes moslacausados na boca, esoéfago, e
particularmente no estdbmago. Em torno de 1899, wimiqo chamado Felix Hoffman,
empregado da Bayer Co. pegou de sua bancada uco ftastendo acido acetilsalicilico e
administrou uma certa quantidade a seu pai questdrdores reumaticas mas que nao podia
mais consumir o salicilato de sédio devido a séeisos colaterais. Desta experiéncia resultou
a comprovacdo que o éster do acido salicilico era tolerado pelo organismo e efetivo.

Desta maneira a aspirina foi introduzida na meditgmapéutica (ROCHA, 1999).

O &cido salicilico (acido-hidroxibenzdico) é uma molécula bifuncional, padieisofrer dois
tipos de esterificacdo. Na presenca de anidridcactbrma-se a aspirina, enquanto que na
presenca de um excesso de metanol o produto obtidosalicilato de metila (Oleo de
Wintergreen) (ROCHA, 1999).

A presenca dos grupos carboxila e fenodlico levaodnécdo de polimeros. O acido
acetilsalicilico reage com o bicarbonato de sédionbndo um sal sddico soluvel, ja o
polimero € insollvel na solucdo de bicarbonata Bierenca de solubilidade é empregada na
purificacdo do produto (ROCHA, 1999).

A Figura 1 mostra asepresentacdes estruturais da salicilina, do ésadicilico e do acido

acetilsalicilico.

—HzOH
HOCHZ o “H CO0OH CO0H
o oH CoH DY
Hi
]
1-salicilina 2 - acido salicilico 3 - acido acetilsalicilico

Figura 1 - Representa¢gfes estruturais da salicilina, do &adlicilico e do acido
acetilsalicilico



1.5.2 Esquema de mecanismo reacional do acido atsilicilico

A Figura 2 mostra o esquema de mecanismo readienasterificacdo do acido salicilico na

presenca de anidrido acético.

Atacue o proton forrecido
pelo &cida
Cesprotonscic
COOH U%/_\ COOH
y c—-cH, 1 HO_ e H
OH o’y H C—CH, + 0
aE + \\\ HES':'q_ .I_i':,.-' I'\C_CH
L ,«;F —CH, o P 4
Ataque ao o ©
carbono polarizado
COOH
Tw N
— - C—CH;
O
Arcido Acetil Salicilico
(Aspirina)

Figura 2 —Esquema de mecanismo reacional do acido acetilgalic
Fonte: Rocha W. X., 1999

1.5.3 Farmacos que contém salicilato em sua compgid no mercado nacional

A seguir sdo enumerados conforme a Tabela 1 oaredntos que contém salicilato em sua
COMpOSIcao:



Tabela 1-Monodrogas e associa¢des de acido acetilsalicilico

- . . ‘L . - ; Salicilamida
Acido Acetil Salicilico Acido Acetil Salicilico (associado) (associada)
AAS Alidor Alka-Setzer Doribe Benegrip
AAS Adulto CAAS Aspi-C Doril Fielon com
Vitamina C
AAS Infantil Endosalil Aspirina "C" Engov
Gripionex
Aceticll Intra Acetil Aspirina Melhoral
i Neo-Sativan
Acido Acetil Melhoral Infantil Atagripe Melhoral C
Salicilico Resprax
Ronal Besaprin Migral
Aspirina Termogripe
Somalgin Cardio Buferin Migrane
Aspirina infantil
Cefurix Piralgina
Aspisin
Cheracap
Corisona D

Fonte: DEF 97/98. Publicacdo do Jornal Brasileiro de Medicina(c)
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

2.1.1Definicédo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAEu#na técnica fisico-quimica de separacao
onde os analitos se distribuem por duas fases guensontram em intimo contato, a fase
estacionaria (fe) e a fase movel liquida (fm). Matipa, a fase estacionaria € o “suporte”
contido no interior da coluna, pela qual passa luxofcontinuo de fase movel ou eluente
(CASSet al., 2001; USP 30, 2007).

Os componentes da amostra séo retidos, seletivameatfase estacionaria, resultando em
migracdes diferenciais, devido ao fato de terenon@i menor afinidade com a fase movel. O
grau de migracdo € determinado pela magnitude rtasacbes da fase estacionaria e da
amostra com a fase mével (CA&Sil., 2001; USP 30, 2007).

As separacdes por CLAE séo alcancadas por partgBmrcéo, troca idnica, exclusdo por
tamanho ou interagfes estereoquimicas, dependentpodde fase estacionaria utilizada. A
maioria das analises farmacéuticas esta baseadgtoolo de separacdo por particdo em fase
reversa (CAS&t al., 2001; USP 30, 2007).

2.1.2Classificacao

Existem varios tipos de cromatografia. Sao elas:

Cromatografia de Adsorgdo ou Liquido-Sdlido. A sapao entre os analitos presente se da
devido as forcas de interacdo com o adsorventéss@ue podem ser fortes, como as ligacdes

de hidrogénio, ou fracas como as forcas de VanWiais (CASSet al., 2001; FERRAZ,
2001).
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Cromatografia de Particdo ou Liquido-Liquido. A aggdo entre os analitos ocorrerd em
funcdo do coeficiente de particdo do analito eareduas fases liquidas, sendo que uma se
encontra imobilizada . (CAS& al., 2001; FERRAZ, 2001).

Cromatografia por Exclusédo ou Permeacdo em Gelilmagdo em Gel. A separacdo dos
analitos se da em fungdo de seus volumes molesutaigatados que sédo “filtrados” ou
“peneirados” em colunas empacotadas com particdgaporos precisamente controlados
(CASSet al., 2001; FERRAZ, 2001).

Cromatografia por Troca l6nica. A separacdo do$itasae baseia na troca seletiva dos ions
da amostra em sitios anidnicos ou catidnicos dadatacionaria, que consiste, geralmente, de
um material polimérico ou silica, contendo grupatogrfiuncionais com carga elétrica (CASS
et al., 2001; FERRAZ, 2001).

Cromatografia por Afinidade. A separacao dos ammkt devido ao fato que a fase estacionaria
contém reagentes bioquimicos imobilizados, acoglaclum ligantes especificos que tém
afinidade especifica pelo analito de interessendst-o (CAS&t al., 2001; FERRAZ, 2001).

Cromatografia em Fase Normal. Em principio esteod@tbaseia-se no fenbmeno de
adsorcédo, e depende da polaridade da fase mowlfase estacionaria. A fase estacionaria
polar € composta de silica ou de silica ligadaupagnentos polares (por exemplo, NMHCN),

e a fase movel é apolar (CASS et al., 2001; FERRARL).

Cromatografia em Fase Reversa. Este tipo de crgmadi®, e a cromatografia em fase normal,
sdo 0s mais usados para a analises de medicanf€dtBSet al., 2001; FERRAZ, 2001). A

cromatografia em fase reversa pode ser divididar@srtipos:

a) Método classico: neste tipo a separacdo base&rs sucessivas etapas de adsorcéo-
desorcdo dos analitos entre a fase moével, que & ggeralmente agua mais solventes
organicos) e a fase estacionéria, que é apolalngente formada por silica covalentemente
ligada a compostos hidrofobicos, formando, por glentadeias n-alquilicas (Si-Os©@u Si-
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0O-Cy5). Esta maneira classica de trabalho nem semprestiftados satisfatorios no que diz
respeito a adequacao do sistema (CASH., 2001; FERRAZ, 2001).

b) Cromatografia por Supresséo I6nica: este tigpli€ado na separacdo de compostos do tipo
acidos fracos e bases fracas. Esta separacdo &m qela reducdo de sua ionizagdo em
solucdo através do controle de pH. O objetivo &tafao pH do pKa ou pKb. Quando os
compostos forem &cidos, usa-se acido acético alo dosférico para reprimir a ionizacdo
abaixando o pH. Quando os compostos forem basestadser usado hidroxido de aménio,
trietilamina (0,1%), dibutilamina ou fosfatos aloak (para ajustar o pH entre 7 e 8) (CASS
al., 2001; FERRAZ, 2001).

c) Pareamento I6nico (Derivatizacdo): este tipicagde a separacdo de compostos idnicos de
acidos fortes e bases fortes que estdo completarimnizados na faixa de pH entre 2 e 8. A
separacdo dos analitos se torna possivel, pelacade determinados contra-ions que formam,
com os ions ja existentes na solucéo, derivadosradival alquil de maior afinidade com a
fase estacionaria que é por natureza apolar (GA8S 2001; FERRAZ, 2001).

2.2 ADEQUACAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

A adequacdo do sistema é formado por um conjuntotedtes aplicados a métodos
cromatogréaficos. Para verificar se os sistemas atognaficos estdo adequados quanto a
resolucéo e a reprodutibilidade s&o usados vaaodnpetros (fator de retencdo, numero de
pratos tedricos, fator de seletividade, resolu#toy de cauda e desvio padréo relativo entre
as replicatas). Estes testes sdo baseados no toodeeique equipamentos, as operacdes
analiticas e as amostras para analise constituesigtema integral que devem ser avaliados
como um todo (USP 30, 2007).

2.2.1 Volume interno (Vi) e o volume “morto” referente a coluna (Vo)

Para determinar os parametros anteriormente meadisrfaz-se necessario calcular o volume
“morto”(Vo) referente a coluna, que é o volume coeapdido entre o injetor e o detector

incluindo a coluna. O Vo da coluna representa céec85% do Vo total. O fato de que o Vo
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dos injetores, das células de fluxo e dos detexteeg@am minimizados pelos fabricantes faz
com que o volume de solvente contido nestas pagjasrelativamente pequeno (representa
cerca de 5% do Vo total). O volume referente a r@lfVo) podera ser determinado
experimentalmente ou calculado levando-se em @mtimensdes da coluna e o tamanho da
particula. As expressdes abaixo correlacionam omvelinterno da coluna vazia (Vi) com o
Vo da coluna e o didametro da particula de seu phe@mento (CASSt al., 2001; FERRAZ,
2001).

Vi=nRC

Vo =(0,50u 0,7) x Vi
Sendo:
m=3,141509...
R = raio interno da coluna
C = comprimento da coluna
0,5 e 0,7 séo fatores matematicos para tamanhartieypa igual a cincam e dez

um, respectivamente.

2.2.2Fator de retencéo (K)

O fator de retencdo ou fator de capacidade (Kyaao entre o tempo que um componente

permanece imobilizado na fase estacionaria e odempque ele migra no seio da fase movel.

A retencao (K) indica o grau de afinidade que amale a fase movel possuem em relagcéo ao
componente (CAS& al., 2001; FERRAZ, 2001).

O fator de retencao (K) € um parametro que percoiteparar o tempo ou volume de retencao
de um componente da amostra com o “volume mortg:(#on outras palavras revela em
guanto tempo em relagéo ao valor de Vo o analitb(€IASSet al., 2001; FERRAZ, 2001).

Devem-se evitar valores de retencdo (K) proximosvap pois neste caso ocorrera pouca
interacdo do composto analisado com a fase eséaEgouodendo ocorrer a coeluicdo com um
outro componente da amostra. Da mesma forma naadese trabalhar com valores

excessivamente altos de retencdo, porque istoctaraque ocorra o alargamento dos picos.
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Idealmente, o valor de (K) deveria variar entreauminte. A expressao a seguir correlaciona o
fator de retencdo (K) de um soluto com o seu voldmeetencdo (Vr) e o volume “morto”
(Vo) referente a coluna (CAS$al., 2001; FERRAZ, 2001).

K=Vr—-Vo
Vo

2.2.3Eficiéncia ou numero de pratos tedéricos (N)

A eficiéncia ou nimero de pratos teéricos (N) é unslida de quanto o sistema incluindo
injetor, tubulacdes, conexdes, coluna, fase mdask estacionéria e detector esta diluindo a
banda do componente analisado durante a corridaatografica. A eficiéncia (N) é uma
medida do alargamento que o sinal sofre durantasaagem do analito pelo sistema. As
expressdes abaixo sdo usadas para o calculo doomdmeratos tedricos (N). Os calculos que
usam a largura a meia altura do pico sdo maisaaifi, jA que o erro na medida da largura do
pico na meia altura € menor que a medida da ladmiggico na linha de base (CA$Sal.,
2001; FERRAZ, 2001).

N =16(Vn/W} ou N=5,54(Vn/W¥3)

Sendo:
Vn = Volume de elui¢do do pico
W = Largura do pico na linha de base

W22 = Largura do pico na meia altura

2.2.4Fator de separacao ou fator de seletividade)

O fator de separacao ou fator de seletividagec¢mpara a retencdo de um componente (K1)
com a do outro componente (K2) mais retido. A setitde indica até que grau o sistema
guimico (depende da natureza quimica da colunaf@sdandvel) esté resolvendo (separando)
0os componentes. Indica o quanto a fase estaciopnéria fase movel interage com uma

substancia em comparacao com outra. Valores dedatseparacao maior que um indica que
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0 sistema quimico esta resolvendo (separando)ropatentes (CAS&t al., 2001; FERRAZ,
2001).

Gzﬁg

2.2.5Fator de resolucéo ou resolucéo (R)

A resolucao (Rs) mede o grau e a qualidade daagaentre dois picos em um determinado
sistema. Pode ser calculada a partir das larguraspitos e seus respectivos tempo de
retencédo, pela expressao abaixo (CASS., 2001; FERRAZ, 2001).

R=__ (t)
Y2 (W+W2 )

Sendo:
t,e t; = tempo de retencao de dois picos
W,eW; = Largura dos picos na meia altura

A resolucéo é afetada pela retencéo (K), pelaigelatle () e pela eficiéncia (N) de forma
diferente conforme a equacéo da resolugéo abaik8%et al., 2001; FERRAZ, 2001).

R=1/4((-1)/a) [V N) (Ko (1+K))

Uma resolucdo entre picos de 1.0, significa 2,3e¥sabreposicao, para resolucdo igual 1.5,
somente 0,1 % e nenhuma sobreposicdo a partirstducdo superior a 1,8 (CASS et al.,
2001; FERRAZ, 2001).

2.2.6Fator de cauda (FC) ou fator de assimetria do pic(As)

O fator de cauda (FC) determina o formato do pBmralmente os picos ndo sdo simeétricos. A
Farmacopéia Americana adota o fator de cauda, geacélado a 5 % da altura do pico
(CASSet al., 2001; FERRAZ, 2001; USP 30 2007).
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FC = \%105/ 2f

Sendo:
W, 05 -Largura do pico a cinco por cento da altura
f = Distancia da linha vertical do sinal maximo aténad vertical e perpendicular a linha de

base que intercepta o traco a cinco por centotdaaal
Outro modo de caracterizar o formato do pico érdeteando o fator de assimetria (As), que €
calculado a 10 % da altura do pico. A tabela aisegastra os valores correspondentes aos

dois fatores (SNYDERt al., 1997).

Tabela 2 -Relagéo entre fator de cauda e o fator de assametr

Fator de cauda (a 5 %) Fator de assimetria (a 10 %)
1,0 1,0
1,2 1,3
1,4 1,6
1,6 1,9
1,8 2,2
2,0 2,5

Fonte — Snydest al., 1997

2.2.7Desvio padrao relativo (DPR)

O desvio padréo relativo das replicatas (DPR) @amametro da adequacdo do sistema que
mede a repetitividade do método analitico entringgdes da mesma amostra contida no

mesmo frasco.

DPR =_DP_ x 100
CMD

Sendo:
DPR = desvio padréo relativo ou coeficiente deagao

DP = desvio padrao das replicatas
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CMD = concentracdo média determinada

2.2.8Fatores que afetam no resultado dadequacéo do sistema

Vérios fatores afetam a retencéo (K), a seletivedagl e a eficiéncia (N) e conseqglentemente
alteram a resolugcédo do sistema. A retencdo (K) alérser afetada pela polaridade da fase
movel, também é afetada pela polaridade da faaeieséria, pela area superficial do suporte,
pela percentagem de recobrimento da fase estaeiqdénsidade de carga), tamanho do poro
e temperatura da coluna (CA8Sl., 2001; FERRAZ, 2001).

A Seletividade ¢) além de ser controlada pelas caracteristicas icagnda fase movel,
também é afetada pelo pH da fase movel e pelastegsticas quimicas da fase estacionaria
(CASSet al., 2001; FERRAZ, 2001).

A eficiéncia (N) € determinada pelo tamanho médis plarticulas da fase estacionaria e pela
forma destas particulas (esférica ou irregular)formidade do leito da fase estacionaria,
temperatura da coluna, viscosidade da fase mduel ta fase movel, volume de injecao,
carga (massa) de amostra injetada, tempo de retetgdico usado para o calculo de N,
formula usada para o calculo de N, comprimentodendiro da coluna, polaridade (forca de
eluicdo) do solvente que contém a amostra e efextinacoluna (como conexdes, tubulacoes,
célula, injetor e etc.)(CAS& al., 2001; FERRAZ, 2001).

2.2.9Limites dos parametros deadequacao do sistema

Os parametros a serem medidos e seus limites redamhes para garantir a adequacdo do

sistema de acordo com a US-FDA e da USP sao apmdssma Tabela 3.

Tabela 3 -Limites dos parametros para a adequagéao do sistema

Parametros (US-FDA, 2000) (USP 30, 2007)
Fator de retencéo (K) K>2 K>2
NP°. de pratos tedéricos (N) Em geral N > 2000 Em geral N > 2000
Resolucao (R) R>2 R>2,0
Fator de cauda (TF) TF<2 TF<2
Repetitividade (DPR) DPR < 1%, paran >5 DPR < 2%




2.3 METODOS FARMACOPEICOS PARA QUANTIFICACAO DO ADD
ACETILSALICILICO E DO ACIDO SALICILICO EM COMPRIMIDOS

A Tabela 4 mostra a evolucdo dos métodos farmacogpéDbserva-se que no meétodo atual da
Farmacopéia Brasileira quarta edicdo (FB, 2002ipath-se as mesmas técnicas descritas no
método da Farmacopéia Americana décima sexta e(litg®, 1960) na quantificacdo do teor
de &cido acetilsalicilico e &cido salicilico em goimidos.

Tabela 4 -Evolucdo dos métodos farmacopéicos utilizadosatarchinacdo do teor de acido
acetilsalicilico e acido salicilico em comprimidos

Farmacopéia Teor de &cido acetilsalicilico Teor deido salicilico
Volumetria, titulacao por Reacéo colorimétrica com sulfato
USP 16 ed., 1960 retorno do hidroxido de sédio ferroso amoniacal, comparagao
com &cido sulfarico. visual.

Limite: < 0,15 %.

a) Eluir com cloroformio em  a) Eluir com cloroformio em
coluna de silica. coluna de silica.
USP 17 ed., 1965 b) Espectrofotometria a 280 nnip) adicionar reagente.
c) Espectrofotometria a 306 nm.
Limite: < 0,15 % revestido
e < 0,75 % sem revestimento.

a) Eluir com cloroformio em  a) Eluir com cloroformio em
coluna de silica. coluna de silica.
USP 20 ed., 1980 b) Espectrofotometria a 280 nni) adicionar reagente.
c) Espectrofotometria a 306 nm.
Limite: < 0,3 % revestido
e < 3,0 % sem revestimento.

Cromatografia a liquido de altaCromatografia a liquido de alta
USP 21 ed., 1985 eficiéncia (CLAE). eficiéncia.
Limite: < 0,3 % revestido
e < 3,0 % sem revestimento

Cromatografia a liquido de altaCromatografia a liquido de alta
USP 30 ed., 2007 eficiéncia (CLAE). eficiéncia.
Limite: < 0,3 % revestido
e < 3,0 % sem revestimento

Volumetria, titulacao por Reacéo colorimétrica com sulfato
Brasileira 4 ed., 2002 retorno do hidréxido de sodio ferroso amoniacal, comparacéo
com &cido cloridrico. visual com a cor desenvolvida

pelo padrédo (0,01 % m/v).
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2.3.10 método da farmacopéia brasileira (FB)

O método de dosagem do teor de acido acetilsabicflido acido salicilico em comprimidos
definido na Farmacopéia Brasileira € por volumedcalo-base pela titulagdo por retorno.(e
seu limite é de 95,0 a 105,0 % do declarado pdidctante). Na Aspirina, conforme a FB
2002, devemos também quantificar a impureza dooaeicktilsalicilico que é o &cido
salicilico. Este € avaliado através do ensaio dezaurealizado por uma reacao colorimétrica
com uma solucao de sulfato ferroso amoniacal queigam a uma substéancia de cor violeta a
qgual € comparada a olho nu com a cor obtida aplcae o mesmo tratamento a um padréo,
cuja concentracao é de 0,01 % (m/v). A cor geradamostra ndo podera ser mais intensa que

a obtida para o padrdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 200

2.3.20 método da farmacopéia americana (USP)

O método preconizado na Farmacopéia Americana g@saamento ao mesmo tempo do
acido acetilsalicilico e do acido salicilico em g@imidos utiliza a CLAE (sendo o limite de

90,0 a 110,0% do declarado pelo fabricante pareido &cetilsalicilico e teor menor que 3,0
% para acido salicilico em comprimidos sem revestim e 0,3 % em comprimidos com

revestimentos) (USP 30, 2007).

A avaliacdo experimental do método preconizado palaacopéia Americana mostrou que

0s parametros referentes a adequacéo do sistemeigfpimente resolucdo e fator de cauda)
ndo produziam os efeitos desejados a realizac@ondeanalise confiavel. Conforme a Figura

3, este sistema cromatografico apresentou, tamin@m relacdo sinal/ruido muito baixa, o que

ndo é desejavel em qualquer método cromatogra#mesar de terem sido feitos varios ajustes
na proporcédo da fase mével e de terem sido usades \colunas de diferentes dimensdes e
formato e diametro da particula, ndo houve melhosaresultados obtidos.

Algumas incoeréncias do método preconizado pelan&@ypéia Americana chamam a
atencdo. Uma delas é o uso de 1-heptanosulfonatndie (PIC 7) em meio &acido para
derivatizar analitos do tipo acido fraco (pKa AAS37®% e pKa AS = 3,0). Esse tipo de

derivatizante é apropriado para reagir com bagséssfgue se encontram fortemente ionizadas
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no intervalo operacional de pH utilizado na CLAE &se reversa, 2,0 < pH < 7,5. Além
disso, o pH da fase movel deve ser tal que favoeeganizacdo do analito para que a

derivatizacdo possa ter um rendimento apreciavel.

A derivatizagdo de ambos os analitos teria maiodineento utilizando-se reagentes basicos
do tipo sal de amodnio quaternario, mantendo-se dgpkse movel bem acima dos valores do
pKa dos acidos e respeitando-se o limite superaofatka operacional de pH no sentido de
evitar que ocorra dissolucao da silica com consgqigano da coluna.

A Figura 3 mostra o perfil cromatografico e os pagfros obtidos para a adequacgdo do
sistema.
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I@l Matme Time Ares K Prime Selectivity Tangert UZP Resalution

1 | Acido zalicilico 25453 | 110323 | 5.228565:+000 2910552e+003

2 | Acido acetilzalicilico | 6.334 | 12687583 | 6.116862e+000 | 1 169802e+000 | 2.103594e+003 | 1 .610857e+000
===

Figura 3 — Picos cromatograficos do &acido salicilico (5,5 n@rjo &cido acetilsalicilico (6,3

min). Condic¢des: coluna C18 (5um; 250 x 4,6 mm),dfase moével composta de 1-
heptanosulfonato de sédio, dgua e acetonitrila (B%0 mL : 150 mL) (pH 3,4), fluxo 2,0

mL/min, deteccdo 280 nm, temperatura 30 °C, vol&mel, concentracdo igual a 0,0135
mg/mL de &cido salicilico e 0,4518 mg/mL de acidetisalicilico

2.3.30 método desenvolvido

Em trabalho anterior (AGUIAR, 2005) foi desenvolvido laboratério de medicamentos do
Departamento de Quimica do INCQS na Fiocruz um deéfmr CLAE para dosagem do
acido acetilsalicilico e o acido salicilico em coimpdos, que apresentou dados referentes a
adequacédo do sistema e uma relagcdo sinal/ruidoomdth que o método da Farmacopéia
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Americana (USP 30, 2007) e vantagens metodologscdse o meétodo volumétrico da
Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2)0

Tendo-se em vista que os acidos acetilsalicilicosalicilico sdo &acidos fracos, cujos valores
da constante de ionizagéo (pKa) sdo 3,5 e 3,0ecégpmente, a metodologia em fase reversa
mais indicada para analisar estes acidos € agaskatia na supressao ibnica das espécies.
Este tipo de cromatografia em fase reversa é agliems acidos fracos e as bases fracas,
suprimindo-se as formas ionizadas em solucéo,é&grdw controle de pH.

A Figura 4 mostra o perfil cromatografico e os pagfos obtidos para a adequacgdo do
sistema do método desenvolvido.
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Figura 4 - Picos cromatograficos do acido acetilsaliciliggd min) e do acido salicilico (3,6
min). Condigdes: coluna C18 (4um, 150 x 3,9 mnj,dase moével mistura de 70 partes de
solucdo 0,05% de acido trifluoracético (pH 2,3)0epartes de acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min,
deteccdo 230 nm, temperatura 30 C, volume 5 pl¢esdracdo igual a 0,3018 mg/mL de
acido acetilsalicilico e 0,00951 mg/mL de acidacsiado



2.4 VALIDACAO

2.4.1 Definicao

Validacdo € a comprovacdo, através do fornecimeletoevidéncia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicacdo ou usos especifiaienuidos foram atendidos (ABNT NBR
ISO/IEC 9000).

A validagéo é o processo pelo qual demonstra-gemei de estudos experimentais, que o
método atende as exigéncias das aplicacfes amslé#& quais ele se destina, assegurando a
confiabilidade dos resultados (ICH, 1996; ANVISA03; INMETRO, 2007). Estabilidade,
seletividade, linearidade e intervalo, exatidaeci@do, limite de quantificacdo, limite de
deteccdo e robustez sdo os parametros analiticaesEmpenho avaliados na validacao,

guando pertinente.

2.4.2 Especificidade

Os testes de especificidade segundo o DQO 008 (INME 2007) necessitam de uma
pesquisa cuidadosa do conhecimento disponivelgad® aplicacdo, para que se encontrem
todos 0s componentes que precisam ser testadogez&s se faz necessario expor todos 0s
componentes e a matriz a condi¢cdes extremas (catado, alcali, oxidacdo, radiacdo

UV/Visivel e luz fluorescente) para determinar pesis produtos de degradacéo.

Porém segundo Vessman J.(1996) especificidadestviddde sdo dois graus de um mesmo
parametro, um meétodo altamente seletivo é tambépec#go. Conseqientemente é

necessario fazer uma ressalva na afirmacédo achiMETRO, 2007) que nada tem haver com

especificidade, mas sim com a estabilidade da&utisttestada.

2.4.3 Seletividade

23



A seletividade de um meétodo analitico represergaaahabilidade em determinar, de forma
inequivoca, o analito na presenca de component@sndatra que poderiam interferir com a
sua determinacao.

A matriz da amostra pode conter componentes gadeném no desempenho da medicéo pelo
detector selecionado, sem causar um sinal visf@sl.componentes podem aumentar ou
reduzir o sinal devido ao analito sendo que a ntageido efeito também pode depender da
concentracao (ICH, 1996; ANVISA, 2003; INMETRO, 200

A seletividade é obtida geralmente de duas manekaprimeira forma de se avaliar a
seletividade é comparando a matriz isenta da subiatée interesse com a matriz adicionada
desta substancia (padréo), sendo que, nesse eswnm interferente deve eluir no mesmo
tempo de retengcdo da substancia de interesse, epee abtar bem separada dos demais
compostos presentes na amostra. Uma segunda méraiavés da avaliacdo com detectores
modernos (arranjo de diodos, espectrometro de s)asgae comparam 0 espectro do pico
obtido na separacdo com o de um padréo e utiliza-ssultado como uma indicacdo da
presenca do composto puro (HUBER L.,1998; JENKE. [1898; VESSMAN J., 2001).

- Outra ressalva é necessaria ser feita quandatsede determinar a seletividade por uma das
formas apresentadas no DQO 008 (INMETRO, 2007,ngagP), quando a matriz sem o
analito ndo estiver disponivel, a avaliacdo datiselade se confunde com a avaliacdo do
efeito matriz (item 2.4.6), por comparacdo dasmacides das curvas de adicdo padrdo com a

curva analitica.

2.4.4A Faixa de Trabalho e Faixa Linear de Trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma fdexaoncentragdes do analito ou valores de
propriedades no qual o método pode ser aplicadatr®da faixa de trabalho pode existir uma
faixa de resposta linear e dentro desta, a resplustsinal tera uma relacdo linear com a
concentracdo do analito ou valor de propriedad®BNRO, 2007).

O intervalo especificado é a faixa entre os limdesquantificacdo superior e inferior de um
método analitico. Depende da aplicacdo pretendiela pnétodo. E estabelecido pela
confirmacdo de que o método apresenta exatidaoisficee linearidade adequadas quando
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aplicados a amostras contendo quantidades de cadlglittro do intervalo especificado. Os

limites porcentuais do teor do analito que devetaresontidos no intervalo de linearidade

para os ensaios de teor, uniformidade de conteltieeminacdes de impurezas (produto de
degradacao) em matérias-primas ou em forma farrtieaéulevera ser de 70% a 130% da
concentracao tedrica do teste (ANVISA, 2003).

2.4.5 Linearidade

A linearidade € a habilidade de um meétodo analigoo produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do anafitoamostras, em uma dada faixa de
concentracdo. A linearidade pode ser observadanpar da curva analitica, e é avaliada por
intermédio da regressdo linear pelo método dos mmomi quadrados (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2007).

O método utilizado para andlise de dados é o métlmdominimos quadrados ordinarios

(MMQO). O ajuste de uma equacdao de calibracdo M&IQO se baseia em varias premissas
relativas aos residuos da regressédo e ao modeds: ri@siduos sdo variaveis aleatorias com
média zero e variancia constante e desconhec)das iresiduos sdo variaveis normalmente
distribuidas; iii) os residuos sdo homocedasticos) distribuicdo constante ao longo dos
valores de X; iv) o residuo de uma observagdo némrrélacionado com o residuo em outra
observacdo. Os residuos ndo sdo apenas ndo domatiws, mas independentes; e v) a
relacdo entre € Y, é linear (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Apesar das excelentes caracteristicas do MMQO, métedo tem o inconveniente de ser
muito sensivel & presenca de pontos de influémeigovalores extremos (outliers) ou pontos
de alavanca (leverages). Valores extremos saoidiedicomo observacdes de uma amostra
tdo separados dos demais que sugerem que poss@mcpel@a uma populacdo diferente ou
serem resultado de erros na medi¢do (SOUZA & JUNRBE2005).

O teste de Jack-Knife € usado para avaliacdo dmeslextremos. O calculo do residuo
padronizado Jacknifd emprega uma estimativa da variancia dos residaosedressao
independente do ponto sob suspeita. Estes res$dioofacilmente computados para todas as

observacfes sem necessidade de ajustar variass@gseseparadamente, para cada ponto
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excluido. Os residuos padronizados Jackdjfealculados para cada ponto da curva de
calibragéo seguem a distribuicdo de Student t.r¢alde] maiores que o valor dccritico séo
considerados valores extremos (BELSLEY, KUH & WELE§Q980; WEISBERG, 1985) e
sao removidos, exceto quando a porcentagem de demtados for superior a 22,2 % do
namero original de dados (HORWITZ, 1995) ou quamdponto for a terceira e ultima
replicata de um nivel de concentracdo estudada ¢ta exclusdo o MMQO é novamente
aplicado aos dados (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Para realizar o teste da significancia da regress@o desvio da linearidade, a variabilidade
total das respostas € decomposta nha soma dos dosdtas residuos da regressao (em torno
da regressao) e na soma dos quadrados devidoeasagr A soma dos quadrados dos residuos
da regressao é entdo separada em soma dos quadivadiesvio da linearidade (falta de ajuste
ao modelo) e soma dos quadrados do erro puro. A slm® quadrados dos residuos pode ser
obtida pela diferenca entre a soma dos quadradak doa soma dos quadrados devida a
regressdo. A soma dos quadrados do erro puro daopela diferenca entre a soma do
guadrado total e a soma do quadrados entre niveaistatistica deste teste é a razdo entre as
variancias, que segue a distribuigdoom os graus de liberdade correspondentes (SOUZA &
JUNQUEIRA, 2005).

Para avaliacdo da significancia da regressaotadtes hipotese nula de que a regressao linear
ndo é significativa contra a hipotese alternatigaqde a regresséo linear é significativa. A
hipotese nula é rejeitada quando a estatibtiestimada for maior que o valor critiEoPara a
avaliacdo da significancia do desvio da linearidad@ipotese nula de que o modelo linear
simples é correto (ndo ha desvios da linearidad®n&ontada com a hipotese alternativa de
que o modelo linear ndo é correto (ha desvio deatidade). A hipétese nula é rejeitada
guando a estatistida estimada for maior que o valor critiéo (SOUZA & JUNQUEIRA,
2005).

Um desvio da linearidade significativo indica queodelo é inadequado. Atencdo deve entdo
ser dedicada a descobrir onde e como esta inademwaprre. Desvio da linearidade nao

significativo indica que ndo existem razdes parsidir da adequacdo do modelo e que
ambos, soma dos quadrados do erro puro e do ddavimearidade, podem ser utilizados

como estimativas de” (DRAPER & SMITH, 1998).
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O teste de Ryan-Joiner (RYAN & JOINER, 1976) vedfia normalidade dos residuos da
regressao, ele testa a hipotese nula de que atigssseguem a distribuicdo normal (os
desvios da normalidade ndo séo significativos)racathipotese alternativa de que os residuos
seguem outra distribuicdo de probabilidade (osidesla normalidade sao significativos). A
estatistica deste teste basea-se no coeficierteradgacdo do grafico de probabilidade normal
ou coeficiente de correlacdo de Ryan-JoiRerA hipdtese nula € rejeitada quando os
coeficientes de correlacéo calculados sdo menorgs@ os valores criticos estabelecidos para
estes coeficientes (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

O teste de Durbin-Watson (DURBIN & WATSON, 1951) usado para verificar a
autocorrelacdo dos residuos da regressédo, queontmfa hipotese nula de que ndo ha
autocorrelacdo entre os residuos (os residuosdépandentes) com a hipétese alternativa de
gue ha autocorrelacdo entre os residuos (os resithm sdo independentes). A estatistica
deste teste basea-se na estatistica de Durbin-NM&t&ara cada conjunto de dados, ha dois
limites criticosd, (limite inferior) e dy (limite superior). Se o valor dé estiver entre os
limites, o teste é inconclusivo. Valoresdie d, indicam autocorrelacao e rejeicao da hipotese
nula a um nivel de significAncia de,2nquanto valores ak> dyindicam independéncia dos
residuos e néo rejeicao da hipdtese nula (SOUZANQUEIRA, 2005).

O teste de Levene (LEVENE, 1960) modificado por BRO & FORSYTHE (1974) é
utilizado para avaliar homocedasticidade, confruhdaa hipétese nula de que as variancias
dos residuos da regressdo nao diferem entre shqh#scedasticidade) contra a hipotese
alternativa de que as variancias dos residuos #amemtes (ha heterocedasticidade). A
estatistica deste teste basea-s& me Levend-_ , mas no caso especifico de dois grupos, ou
seja, para um grau de liberdade de tratamentoguetr= v , pode ser usada a estatistice
Levenet,. A hipotese nula é rejeitada quando a estatist@liculada for maior que tocritico
(SOUZA & JUNQUEIRA, 2005; INMETRO, 2007).

SNEDECOR & COCHRAM (1989) sustentam a necessidadestar a hipotese nula de que a
curva é uma linha reta que passa pela origem. Aicdo necessaria para que a linha passe
pela origem € que a intercessdo com o eixo dos g&a significativamente diferente de zero.
O método pode ser considerado como livre de tefa®re o corredor de confianca da reta de
regressao linear contiver a origem (INMETRO, 2007).
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2.4.6 Efeito matriz

Efeitos de matriz ndo significativos simplificamoememente o processo de calibracéo, visto
gue os padrbes podem ser preparados como solugipiess do analito em solventes
adequados (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002). Todawdélizar solu¢cdes padréo
simples para preparo da curva analitica, sem &a€ab prévia dos testes de efeitos de matriz,
significa supor que estes efeitos ndo existem. Hwershs éareas, esta premissa é
frequentemente invalida (MILLER & MILLER, 1993).

Testes de efeito de matriz consiste no preparaudeasg analitica simples (curvas de analito
em solventes) e curvas de materiais de referénctle@dicdo do analito em amostras brancas
ou néo (curvas de analito em matriz) (INMAN, 198ATA, 1997; BRUCE, MINKKINEN &
RIEKKOLA, 1998; EURACHEM, 1998; THOMPSON, ELLISON &WOOD, 2002,
INMETRO, 2007).

As curvas de analito em matriz sdo preparadasgigi@do analito a solugdes teste, obtidas
de amostras ensaiadas nas mesmas condi¢coes deslipr@atos normais (THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002).

No caso de disponibilidade de um conjunto de aragste referéncia ou de amostras brancas
verdadeiras, o teste t é recomendado para compagag@& as médias obtidas nos ensaios com
e sem matriz, para cada nivel de concentracdo akiUBRUCE, MINKKINEM &
RIEKKOLA, 1998; INMETRO 2007). Este teste supbe aqeedados seguem a distribuicéo
normal (ARMITAGE & BERRY, 1994)

No entanto, quando ndo houver material de refemémas inclinacbes das curvas com e sem
matriz sdo comparadas (BRUCE, MINKKINEM & RIEKKOLA998; EURACHEM, 1998;
THOMPSON, ELLISON & WOD, 2002; INMETRO, 2007). Oste preconizado para
comparacédo das inclinacdes e intersecfes das cdivdsste de t (ARMITAGE & BERRY,

1994). Entretanto, além da premissa de normalidadaemissa de ajuste ao modo linear
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também deve ser considerada (EURACHEM, 1998; THO®WRSELLISON e WOOD,
2002).

2.4.7 Limite de quantificacdo e limite de detec¢éo

Quando séo realizadas medidas em amostras consbdi@s do analito, como por exemplo
andlise de tragos, € importante saber qual o memdor de concentracdo do analito ou da
propriedade que pode ser detectado pelo métodmit@ de detecgéo (LD) é estabelecido por
meio da andlise de solugcbes de concentracfes ¢dabex decrescentes do analito, até o
menor nivel detectavel, mas ndo necessariamentdifigeda (ICH, 1996; ANVISA, 2003;
INMETRO, 2007).

O limite de quantificacéo (LQ) é a menor concerétoago analito que pode ser determinada
com um nivel aceitavel de precisdo e veracidaddime de quantificagcdo (LQ) é um
parametro determinado, principalmente, para enspiastitativos de impurezas, produtos de
degradacdo em farmacos e produtos de degradacdorexms farmacéuticas e € expresso
como concentracdo do analito na amostra. O limetgwhntificacdo é estabelecido por meio
de analise de solugbes contendo concentracdessdestes até o menor nivel determinavel
com precisdo e exatidao aceitaveis (ICH, 1996; AB1/12003; INMETRO, 2007).

Existem diferentes abordagens para a determinagd®@de LD. A avaliacao visual pode ser

usada em meétodos instrumentais e ndo instrumewtasaliacdo pela relacdo sinal/ruido é
aplicavel aos métodos instrumentais que apresentéio de linha de base. A relacdo é
determinada pelas comparacdes dos sinais da aperst@ncentracdes baixa do analito, com
0s sinais em branco. A relacdo sinal/ruido tipic®A pra o LQ e de 3/1 para o LD (ICH,

1996; ANVISA, 2003; INMETRO, 2007). As expressdeseguir sdo indicadas para o0s
célculos de LQ e LD.

I
()

LQ=1G LD
s

Sendo:
o = desvio-padréo da resposta

s = inclinacdo da curva analitica
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O desvio padrdo da respostg pode ser obtido por duas maneiras, pelo célceldeabvio
padrédo da resposta da amostra em branco ou peldadb desvio padrdo da intersecdo y da
linha de regressédo (ou desvio desvio padrao rdsdidinha de regressao) (ICH, 1996;
ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

O LQ e o LD podem também serem calculados grafinten€fHIER P., KIRCHHOFF J.,

1992) a partir da curva analitica usando um progradequado (por exemplo, o Statistica).

2.4.8 Exatidao

Exatiddo do método é definida como sendo a connora&ntre o resultado de um ensaio e 0
valor de referéncia aceito como convencionalmeatdadeiro. A exatiddo pode ser expressa
como a percentagem de recuperacdo do analito. @@egsos normalmente utilizados para
avaliar a exatiddo de um método sdo: (1) comparagiio uma substancia quimica de
referéncia; (2) comparacdes interlaboratoriais;ré8uperacao do analito adicionado a matriz
gue ja contém o analito (método de adicdo padi&dj, (1996; ANVISA, 2003; INMETRO,
2007).

Em (3) se a matriz sem o analito ndo estiver disghndevem ser preparadas trés tipos de
solucdes: solucbes amostra adicionadas de sulsstjamrdo, solucdes amostra nao
adicionadas de substancia padréo e solucdo pal@centagem de recuperacdo (% R) pode
ser calculada pela expressao abaixo.

% R = (C1— C2)x 100
C3

Sendo:

C1 = concentracao de analito na amostra adicionagadréo

C2 = concentracdo de analito na amostra ndo adidéode padrao
C3 = concentracao de analito na solucdo padréo
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2.4.9 Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a disperdé resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostratrasneemelhantes ou padrdes, em
condicBes definidas. E normalmente determinadageranstancias especificas de medicéo e
as duas formas mais comuns de expressa-la sdo po da repetitividade e a
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas getwio-padrédo (ICH, 1996; ANVISA,
2003; INMETRO, 2007).

Ambas repetitividade e reprodutibilidade s&o geeali® dependentes da concentracdo do
analito, deste modo, devem ser determinadas pardifenente numero de concentracdes e,
em casos relevantes, a relacao entre precisaoreartracao do analito deve ser estabelecida.
O desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente deagdo (% CV) pode ser mais Util neste
caso, pois foi normalizado com base na concentragd@teste modo ele & praticamente
constante ao longo da faixa de interesse, contprgcesta ndo seja muito grande (INMETRO,
2007).

2.4.9.1 Precisao intra-dia ou repetitividade

A repetitividade é o grau de concordancia entreessltados de medi¢cdes sucessivas de um
mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condiedasedicdo (condicbes de
repetitividade), com o mesmo procedimento; mesngemador, mesmo instrumento usado
sob as mesmas condi¢des; mesmo local e repetigbesito espaco de tempo (INMETRO,
2007).

A repetitividade pode ser determinada por meiorddise de padroes, material de referéncia
ou adicdo a branco em varias concentracdes na fwix@mabalho. Sugere-se sete ou mais
repeticdes para o calculo do desvio padrao deitiede (DPRr). A expressdo a seguir é
usada para o calculo do DPRr (INMETRO, 2007).
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DPRr=_DP x 100
CMD

Sendo:
DP = desvio-padrao

CMD = concentracdo media determinada

2.4.9.2 A preciséo intermediaria ou reprodutibiidanterna

A reprodutibilidade interna refere-se a precisaaliada sobre a mesma amostra, amostras
idénticas ou padrbes, utilizando o mesmo métodomesmo laboratorio, mas definindo
exatamente quais as condicfes a variar (uma ou),ntais como: diferentes analistas,
diferentes equipamentos e diferentes tempos. Esthda de precisdo € reconhecida como a
mais representativa da variabilidade dos resultansum laboratorio e, como tal, mais
aconselhavel a usar (INMETRO, 2007).

Para determinar a precisao intermediaria ou repitutidade interna de um método, efetua-se
“n” medi¢cBes em replicata, ou em ensaio Unico, s@mesma amostra, nas condi¢des pre-
definidas. Dependendo do ensaio e do tipo de galicdo estudo da reprodutibilidade interna,
existem varios métodos para a determinacdo e dentesse parametro de qualidade, um

destes métodos é usando a expresséo abaixo (INMEAWRQ).

Si(j,k) =V 1/t(n-1 tz nz (Yik-Yj)?
J=1 k=1
Sendo:
Si() = desvio-padrao de reprodutibilidade interna (ondesimbolos relativos as condicdes
intermediarias de precisdo podem aparecer entéaigses)
t = total de amostras ensaiadas
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n = total de ensaios efetuados por amostra

j = ndimero da amostra, j =1, t

k = nimero do ensaio da amostra j, k=1, n

Yik = valor do resultado k para amostra |

Yj=representa a media aritmética dos resultadosdatea |

Neste método, a determinacdo da precisdo € feitangin de t valores de n ensaios de
amostras ou padrdes. A precisdo intermediaria &aseina dispersdo entre os ensaios. E

recomendado que o valor “t(n-1)", seja, pelo meigsl a quinze (INMETRO, 2007).

2.4.10 Robustez

A robustez de um meétodo analitico é a medida decapacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variagbes dos parametros analiticdealra confiabilidade do método durante o

uso normal. Durante o desenvolvimento do métodee-de considerar a avaliagcdo da

robustez. Constatando-se a susceptibilidade dodmé&ovariagcdes nas condicbes analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaucfes devenclsédas no procedimento. Tabela 5

apresenta exemplos tipicos de variacéo (ICH, 18B&/ISA, 2003; INMETRO, 2007).

Tabela 5 -Exemplos de fatores que devem ser consideraddsteaminacao da robustez

-Estabilidade das solucfes analiticas

Preparo das Amostras Tempo de extrac&o

-‘Variacao do pH da solucao
Espectrofotometria -Temperatura
-Diferentes fabricantes de solventes

-Variacdo do pH da fase movel

-Variagdo na composicdo da fase movel
Cromatografia Liquida |-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
-Temperatura

-Fluxo da fase movel

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia Gasosa |- Temperatura
-‘Velocidade do gas de arraste

Fonte — ANVISA, 2003



Para determinar a robustez de um método de ernsail@-se recorrer ao teste Weuden.
Trata-se de um teste que permite ndo soO aval@stez do método, como também ordenar a
influéncia de cada uma das variacdes, as quaistadmé& submetido, nos resultados finais,
indicando qual o tipo de influéncia de cada umaaesariacbes (INMETRO, 2007).

Para determinacdo da robustez, denomina-se oggatominais por letras maiusculas Ada

G e a variacao, por letra minusculas. Nesse métanloesdizados oito ensaios, separados para
determinar os efeitos da variacdo dos sete dikesefattores, no procedimento analitico. As
oito medicbes podem ser realizadas numa ordenbak@NMETRO, 2007).

A Tabela 6 mostra os efeitos das variagcdes nosefatscolhidos (com base na Tabela 5 para
0 preparo de amostra e para a cromatografia lijjaidarem determinados. O grau da variacéo
para os fatores do método em estudo foi baseadmabalho de Furman et al. (1998) e no
segundo suplemento da USP 30 (2007) sobre ajustesétodos por cromatografia a liquido.

Tabela 6 Variagbes nos fatores para a determinacao datebu

Fatores Nominal Letra Variacéo Letra
1. Variagdo do pH da fase movel 2,3 A 2,6 a
2. Variagdo da composi¢cdo da fase movel 30 % organico B 20 % organicg b
3. Variagdo da temperatura da coluna 30°C C 25°C c
4. Variagéo do fluxo da fase movel 1,0 mL/minuto D 1,2 mU/minuto d
5. Diferente fabricante de coluna Waters E Merck e
6. Estabilidade das solugdes 1 dia preparo F 2 dias prepar f
7. Tempo de extragdo no ultrasom 5 minutos G 10 minutos g

Prepara-se uma tabela formada pela matriz dosetafmera a determinacdo da robustez do
método. A Tabela 7 a seguir representa esta nfltiddETRO, 2007).

Tabela 7: Matriz dos fatores para determinacéo da robustenétodo

Fator Combinacéo ensaiada

1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C c C ¢ C C c
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Fouf F f f F F f f F
Goug G g g G g G G g
Resultado s t u v w X % z
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Fonte: APHA, AWWA, WEF. Standard Methods for theamination of Water and
Wasterwater, Zi1Edition, 2005

Se a combinacabfor ensaiada, o resultado ser&e a combinacé@dfor ensaiada o resultado

serat e assim sucessivamente até que todas as oito cagdbmtenham sido ensaiadas. Para
determinar a variacdo de um fator, deve-se encoafrauatro valores correspondentes as
letras maiusculas e as quatro minusculas e comasnaedias dos dois grupos. Por exemplo,
ao calcular as alteracdes de C para c (confornabald 6, refere-se ao fator 3, o efeito (E3) da

variacdo da temperatura de acondicionamento dazale 30 °C para 25 °C).
R(C)=s+u +t+w+ye R(c)=t+v +x+7Z
4 4

Sendo:

R(C) = alteracdo para C (media)

R(c) = alterag&o para c (media)

s,u,w,y = resultados quando sao feitos os ensard®rene as combinacdes 1,3,5e 7
respectivamente

t,v,X,z = resultados quando sé&o feitos 0s ensaig®ome as combinacdes 2,4,6 e 8

respectivamente
O célculo do efeito da variacdo do fator C paralado pela expressao abaixo

E3(C/c) = R(C) - R(c)
Sendo:
E3(C) = efeito trés (E3) no resultado da variagd&€gara c

Calcular todos os setes pares para obter as $etengias (efeitos de E1 a E7), que podem ser
ordenados para revelar aqueles, com efeito, signié no resultado. ApoOs critica dos
resultados obtidos, fazer um controle mais rigoras fatores de maior influéncia.
(INMETRO, 2007).
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3 OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo a validacao intraktboal do método analitico desenvolvido
por cromatografia em fase liquida para dosar ooaaizktilsalicilico e o acido salicilico em

comprimidos.
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4 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

4.1 EQUIPAMENTOS

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, fabrigarShimadzu com detector ultravioleta-
visivel (espectrofotométrico) com conjunto de de@@®&PD-M10A, forno CTO-20A, bomba
LC-10AD e injetor automatico SIL-20A. Programa usgrhra aquisicao de dados Class-vp.
(Departamento de Quimica do INCQS-Fiocruz, niuméro 3

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, fabrigaWaters com detector ultravioleta-visivel
Optico modelo 2487, forno e bomba modelo 600 ¢dangutomatico modelo 717 plus
(Departamento de Quimica do INCQS-Fiocruz, numéro 4

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, fabriaWaters com detector ultravioleta-visivel
optico modelo 2487, forno ULSTD 3101-1, bomba mod#l5 e injetor automatico modelo

717 plus (Departamento de Quimica do INCQS-Fioanimero 5)

- Aparelho de ultra-som, fabricante Branson mod#2d0 (Departamento de Quimica do
INCQS-Fiocruz)

- Balanga analitica com resolucdo de 0,01 mg, famecaMettler Toledo AX 205
(Departamento de Quimica do INCQS-Fiocruz)

- Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, fabrieahtilipore modelo A-10 (Departamento de
Quimica do INCQS-Fiocruz)

A Figura 5 mostra o cromatografo (Shimadzu) utdiz@m todos os itens da validacéo.
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Figura 5 - Cromatografo liquido, fabricante Shimadzu com cteteultravioleta-visivel
(espectrofotométrico) com conjunto de diodos (DADInpleto usado em todos o0s requisitos
da validacéao

A Figura 6 representa o cromatografo (Waters) zaiilo na determinacdo do requisito
reprodutibilidade interna.

Figura 6 - Cromatografo liquido, fabricante Waters com detegltravioleta-visivel
optico completo usado na determinacédo do requisgimdutibilidade interna

4.2 REAGENTES E MATERIAIS

- Agua grau CLAE (0,22m) purificada por meio do sistema de purificacadiii-Millipore
- Acetonitrila grau CLAE — Merck
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- Acido trifluoracético grau pré-anélise — Merck

- Coluna Novapack® de fase reversa de silica retabem octadecilsilano (C18) de particula
4um de tamanho e dimensdes de 3,9 mm de didmetroo e 150 mm de comprimento,
fabricante Waters lote W13311

- Coluna Lichrospher® de fase reversa de silicabredta com octadecilsilano (C18) de
particula 5um de tamanho e dimesdes de 4 miadestto interno e 125 mm de
comprimento, fabricante Merck lote L 448333

- Vidrarias de uso comum no laboratério

4.3 PADROES

- Acido acetilsalicilico - Substancia Quimica defééncia da Farmacopéia Brasileira
lote 1027 - Teor: 100,0 %

- Acido salicilico - Substancia Quimica de Refeiémla Farmacopéia Americana
lote J3C400. — Teor: 99,4 %

4.4 PRODUTOS ACABADOS

- Comprimidos de &cido acetilsalicilico 100 mg #i&Ga® (Greenpharma Q. F.) Lote: 884 -
Validade: julho 2008 (adquiridos do Programa darféaia Popular)

- Comprimidos de acido acetilsalicilico 100 mg {Hur
Lote: 2681 - Validade: agosto 2008 (adquiridos dmgfama da Farmacia Popular)

- Comprimidos de &cido acetilsalicilico 100 mg pAma® (Bayer)

Lote: 510531 - Validade: agosto 2007 (medicamesfie@ncia comprado no comércio local)
- Comprimidos de &cido acetilsalicilico 100 mg +Dec® (IMEC)

Lote: 0651189 a 0651198 - Validade: abril 2009 (addos do Programa da Farmacia
Popular)
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5 METODOS
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5 METODOS

5.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condi¢Bes cromatograficas para o doseamentoido acetilsalicilico e do acido salicilico
nos comprimidos foram as indicadas a seguir:

- Coluna cromatografica Waters Novapack® C18 (4u%0,x 3,9 mm d.i.)

- Detector de absor¢do molecular na regido dovitieta-visivel com arranjo de diodos

- Comprimento de onda 230 nm

- Fase moével — mistura de 70 partes de solucad® b acido trifluoracético (pH 2,3) e 30
partes de acetonitrila

- Fluxo - 1,0 mL/minuto

- Volume de injecdo - 5 pL

- Diluente - fase movel

- Concentracao de trabalho - 0,3 mg/mL (4cido Beditilico) e 9,0 pg/mL (acido salicilico)

5.2 CUIDADOS E MONITORAMENTO DAS CONDICOES CROMATQ®AFICAS

Durante todo o estudo realizado foram tomados alguidados para que os picos estudados
ndo fossem perturbados, séo eles:

- A coluna usada na validacao (fabricante Waters) @luna usada na determinacdo da

robustez (fabricante Merck) eram novas e estavartralda validade.

- A dgua usada era deionizada com grau CLAE (Or@P g acetonitrila usada era grau CLAE
(fabricante Merck); os padrbes usados apresentaeatificados da USP (&cido salicilico) e
SRQ FB (4cido acetilsalicilico) e os cromatograémsn procedimento de verificagdo de

desempenho de equipamento realizado anualmentavamsdentro da validade.

- A pureza dos picos durante a validacdo foram aemmadas com auxilio de um detector de
absorcdo molecular na regido do ultravioleta-vis(espectrofotométrico) com conjunto de

diodos (DAD) o que permitiu verificar através darredura se existia alguma absorcéo
estranha nesta regido do espectro.
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- A temperatura ambiente do laboratério, a tempesatie acondicionamento da coluna (30

°C) e a pressao na coluna foram monitoradas dut@hdeo estudo.

5.3 COLETA DE AMOSTRAS

Quatro fabricantes do medicamento acido acetiifiabic100 mg (uso infantil) participaram
deste estudo. As amostras provenientes de trésdates foram recolhidas pela Vigilancia
Sanitaria e fazem parte do Programa da Farmécialdagpo Governo Federal no periodo de
novembro de 2006 a julho de 2007. As amostras pdagi do outro fabricante foram

compradas no comércio local constituindo o medicamee referéncia.

5.4 AMOSTRAGEM

Para validacdo do método, selecionou-se das ammakirBrograma da Farmacia Popular dois
lotes de amostras de fabricantes diferentes docare@into que continham 100 mg de &cido
acetilsalicilico por comprimido (uso infantil) e amamostra de um terceiro fabricante que foi
comprado no comeércio local, perfazendo um totdt&eprodutos diferentes.

Dez lotes de um quarto fabricante (quarto prodddonedicamento que continham 100 mg de
acido acetilsalicilico por comprimido (uso infaptproveniente do Programa da Farmacia
Popular foram analisados pelo método validado. rRdedtas comparagfes do teor de acido
acetilsalicilico determinado pelo fabricante (potwnetria) e o teor de acido acetilsalicilico
determinado no ensaio de dissolucdo (por espetdro&iria) com o teor de acido

acetilsalicilico analisado pelo método validador (BRAE). A Tabela 8 mostra a quantidade

dos comprimidos e os fabricantes que participarastedestudo.

Tabela 8 -Quantitativo de comprimidos usado de cada fabigcaaste estudo.

Fabricante Coleta Data Lote N° comprimidos Estudo
1° ANVISA 11/2006 884 20 Validagdo
20 ANVISA 11/2006 2681 20 Validagao
3° (Referéncia) Comprado 11/2006 510531 20 Validacéo
40 ANVISA 06/2007 651189 - 6511948 200 Comparacgéo
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5.5 PREPARAGCAO DA AMOSTRA

Tomaram-se vinte comprimidos de cada lote e sexsssgeram determinados individualmente
em balanca analitica, apds a pesagens foram thitsira pulverizados com auxilio de gral e
pistilo e colocados em frascos ambar devidamemi@das com parafiime e guardados em
dessecador. Foi determinado o peso medio de cta lo

5.6 ADEQUACAO DO SISTEMA
Para a determinacdo dos parametros de adequacdstatoa, as solucdes descritas na Tabela
9 foram injetadas no cromatografo, fabricante Shirnacom detector de absorcdo molecular

na regido do ultravioleta-visivel com arranjo dedds.

Tabela 9 -Solugbes usadas na determinacéo da adequac&iatossi

Solucédo Concentragéo
Diluente fase movel
SQR FB &cido acetilsalicilico (AAS) 1,010 mg/mL
Padréo USP &cido salicilico (AS) 1,022 mg/mL
Solucéo de adequacéao do sistema (AAS e ASJ0,505 e 0,511) mg/mL

5.7 ESTUDO DA CINETICA DE DEGRADACAO DO ACIDO ACETBALICILICO

A cinética de degradacdo do &cido acetilsalicilioh acompanhada pela reacdo de
desacetilacdo e consequentemente formacao desadicitico.

Foi feita uma solucédo de acido acetilsalicilicodfid@), esta solucdo recém preparada (tempo
médio de preparo de 25 minutos) foi injetada 3Ceseznsecutivamente e o teor de acido
salicilico foi determinado em cada corrida cromedfiga. Na Tabela 10 estdo especificadas as

solugdes que participaram deste estudo.
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Tabela 10 -Solugdes usadas no estudo da cinética de degeadagido acetilsalicilico

Solugéao Concentracao
Diluente fase movel
SQR FB écido acetilsalicilico (AAS) 0,302 mg/mL
Padréo USP &cido salicilico (AS) 9,0613ug/mL

5.8 DETERMINACAO DA SELETIVIDADE

Foram tracados os espectros de absor¢cdo moledillaando-se radiacdo ultravioleta dos
picos cromatograficos do acido acetilsalicilicoceatido salicilico, em sete niveis diferentes
da curva de adicao padréao. Foram feitas comparalg®esspectros antes, durante e depois do
tempo de retencédo caracteristico da substancia.

5.9 DETERMINACAO DA FAIXA LINEAR DE TRABALHO

A faixa linear de trabalho foi definida conformeestabelecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria no Guia de Validagdo de Mémdmaliticos (ANVISA, 2003).

Para a determinacdo quantitativa do acido acétilsed foi escolhida a faixa de 70 % (0,21
mg/mL) a 130 % (0,39 mg/mL) da concentracdo teddoaeste (0,30 mg/mL), faixa que
engloba tanto a faixa para o ensaio de teor (80120&6) quanto o ensaio de uniformidade de

conteudo (70 % a 130 %) descrito na legislacgao.

Para a determinacdo quantitativa do acido salic{iimpureza) foi escolhida também a faixa

de 70 % (6,3ug/mL) a 130 % (11,71g/mL) do limite maximo especificado que € 3 % em

relacdo a massa de acido acetilsalicilico (@/nL), esta faixa engloba a faixa especificada na
legislacdo que é do nivel de impureza esperadb?2&é6 do limite maximo especificado.
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5.10 DETERMINACAO DA LINEARIDADE

5.10.1 Delineamento experimental

A primeira etapa do procedimento para avaliacalndaridade, para o acido acetilsalicilico e
o &cido salicilico, foi o delineamento experimerdakeguir: i) determinagdo da faixa de
concentracdo de interesse, considerando a aplicdgamétodo e que as concentracdes
esperadas nas amostras devam estar proximas do desta faixa; ii) preparo de uma curva
analitica com solugbes padrdo com sete niveis deeotracdo, igualmente espacados,
preparados independentemente, com trés replicatapendentes de cada nivel; e iii) injecoes
das solu¢gBes em ordem aleatoria (SOUZA, 2007).

A segunda etapa da avaliagcdo da linearidade consiataplicacdo do MMQO, incluindo
estimativa dos parametros da regresséo e tratardestoalores extremos: i) aquisicdo dos
dados experimentais (cromatogramas); ii) estimati@ainclinacdo, intersecao, residuos da
regressao, respectivas varianciasgiif} inspecao visual dos dados; iv) construcanspecao
visual do gréafico x-y das respostas versus a caraggio do analito; v) investigacao e exclusao
de valores extremos pelo método dos residuos paddws por Jacknife (SOUZA, 2007).

A terceira etapa consistiu na validacdo do uso ddQ® por meio da verificacdo das
premissas relativas aos residuos da regressacte ajp modelo linear: i) normalidade dos
residuos pelo teste de Ryan-Joiner; ii) indeperidédos residuos pelo teste de Durbin-
Watson; iii) homocedasticidade dos residuos pedte tde Brown-Forsythe; e iv) verificacdo
da significancia da regresséo e do ajuste ao mdidelar por analise de variancia (ANOVA)
(SOUZA, 2007). Foi também testado a condicdo nédesgara que a linha passe pela origem

(a intercesséao nao seja significativamente diferdetzero).

5.10.2 Preparo da solucéo estoque (SE) de acidotdsalicilico
Pesou-se trés massas de SQR FB Acido acetilsadiciistas massas foram diluidas e

transferidas com diluente para baldo volumétric@@enL. Considerando a pureza &@ddo
acetilsalicilico 100 %, o procedimento resultoute®s solucdes com concentracdes de:
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12 Pesada = 60,03 mg ------- 20 mk Concentragdo 12 SE = 3,0015 mg/mL
22 Pesada = 60,00 mg ------- 20 mk Concentragéo 22 SE = 3,0000 mg/mL
32 Pesada = 60,04 mg ------- 20 mk Concentragéo 32 SE = 3,0020 mg/mL

5.10.3 Preparo da solucéo estoque (SE) de acidoa#to

Pesaram-se trés massas de SQR USP Acido salicéstas massas foram diluidas e
transferidas com diluente para baldo volumétricd@enL. Considerando a pureza do acido

salicilico 99,4 %, o procedimento resultou em s@sicdes com concentracdes de:

12 Pesada = 4,55 mg ------- 50 mk Concentracdo 12 SE = 90,4540 ug/mL
22 Pesada = 4,52 mg ------- 50 mk Concentracdo 22 SE = 89,8576 ug/mL
32 Pesada = 4,56 mg ------- 50 mk Concentragcao 32 SE = 90,6528 ug/mL

5.10.4 Preparo das solucdes de trabalho de acidcetitsalicilico e do acido salicilico

Foram tomadas aliquotas das solucdes estoquesopareparo das solucdes de trabalho,
conforme a Tabela 11 e a Tabela 12. Todas as #&lgjuoram retiradas com pipetas
Eppendorf e transferidas para baldo volumétric2@emL, os quais foram, em seguida,
completados com diluente e agitados para homogerseas conteudos. As solucdes

preparadas foram injetadas no cromatografo enlitpsda.

Tabela 11 -Quadro dos volumes tomados das solucdes esto@sesomcentracdo das
solugdes de trabalho de 4cido acetilsalicilico

Aligquota (mL) 1,400 1,600 1,800 2,000 2,20( 2,400 ,60R

12Conc. (mg/mL) 0,210105 | 0,240120 0,270135 0,300150 0,330{L65 O08&KBP1,390195
22Conc. (mg/mL) 0,210000 | 0,240000 0,270000 0,300000 0,300Pp00 OEBO®d,390000
32C.Conc.(mg/mL) 0,210140 | 0,240160 0,270180 0,300200 0,330R20 O0&HK0D,390260

Tabela 12 -Quadro dos volumes tomados das solucdes esto@sesomcentracdo das
solugdes de trabalho de 4cido salicilico

Aliquota (mL) 1,400 1,600 1,800 2,000 2,20( 2,400 ,60P

12Conc.(ug/mL) 6,331780| 7,236320 8,140840 9,045400 9,949p40 18&>b4 11,759020
232Concg/mL) 6,290032| 7.188608 8.087184 8.985760 9.884336 101/B2 11.681488
32Concug/mL) 6.345696| 7.252224 8.158792 9.065280 9.971B08 1B83#¥§ 11.784864

48 |



5.11 DETERMINACAO DOS LIMITES DE DETECCAO E QUANTIEACAO

O limite de deteccgédo (LD) para o acido salicilioodeterminado graficamente. O LD é obtido
tracando-se uma paralela ao eixo de x a partintéacessado com o limite superior do intervalo
de confianga da curva. A intercessdo desta paratgtaa linha indicard um valor de x que
corresponde ao limite de deteccédo (LD). Para achHanite de quantificacdo (LQ) deve-se
primeiro determinar a intercessao do prolongambeatzontal da reta que passa pelo LD com
o limite inferior do intervalo da regressdo, emuwseg tracar a partir deste ponto uma reta
vertical até a intercessdo com o limite superioindgervalo da regresséo. A intercesséo da reta
(paralela ao eixo da concentracdo) com a retagtesgdo indicara o valor do LQ (THIER P.,
KIRCHHOFF J., 1992).

5.12 DETERMINACAO DA EXATIDAO

Foram feitas trés curvas analiticas (sete niveis) adicao-padrdo em solu¢des originadas de
trés fabricantes diferentes cuja os teores de aétlsalicilico e do acido salicilico foram
previamente determinados. A Exatiddo foi comprovpdl o célculo da recuperacdo do
analito em cada nivel da curva de adicdo padréo.

5.12.1 Preparo da solucéo estoque (SE) de acidotésalicilico e de acido salicilico
Pesou-se trés massas de SQR FB Acido acetilsadi¢itinsferindo-se para baldo volumétrico

de 50 mL e diluindo-se com o solvente. Considerangdoreza dacido acetilsalicilico 100 %,
0 procedimento resultou em trés solugbes com ctragéies de:

12 Pesada = 150,05 mg ------- 50 mk Concentracdo SE1 = 3,0010 mg/mL
22 Pesada = 150,03 mg ------- 50 mk Concentracdo SE2 = 3,0006 mg/mL
32 Pesada = 150,02 mg ------- 50 mk Concentracdo SE3 = 3,0004 mg/mL

Pesou-se trés massas de SQR USP Acido saliciéineférindo-se para baldo volumétrico de
50 mL e diluindo-se com solvente. Considerando @zaudo acido salicilico 99.4 %, o
procedimento resultou em trés solu¢cdes com coraxgigs de:
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12 Pesada = 4,55 mg ------- 50 mk Concentracdo SE1 = 90,4540 ug/mL
22 Pesada = 4,52 mg ------- 50 mk Concentracdo SE2 = 89,8576 ug/mL
32 Pesada = 4,56 mg ------- 50 mk Concentracdo SE3 = 90,6528 ug/mL

5.12.2 Preparo das trés solucdes originadas dos grdos de trés fabricantes

Pesou-se trés massas dos trés produtos (fabricgutegparticiparam da validacdo conforme
descritos nos itens 5.4 (amostragem) e 5.5 (preparda amostra) transferindo-se para balao
volumeétrico de 20 mL e diluindo-se com o solve@erocedimento resultou em trés solugdes

com concentracées de:

1° Fab. = 94,64 mg P6 = 60,0774 mg AAS --- 20 mLConc.1° F = 3,00387 mg/mL
2° Fab. = 78,56 mg P6 = 60,1186 mg AAS --- 20 mLConc.2° F = 3,00593 mg/mL
3° Fab. = 73,02 mg P6 = 59,9852 mg AAS --- 20 mLConc.3° F = 2,99926 mg/mL

5.12.3 Preparo das solucdes de trabalho para a ad@padrdao dos &cidos acetilsalicilico e

salicilico as solucdes originadas dos produtos diwés fabricantes

Foram feitas trés curvas de adicdo padréao paralo &cetilsalicilico. Tomou-se aliquotas das
solugdes estoques (SE) de acido acetilsaliciliadieionou-se estas aliquotas as solu¢cdes das
amostras dos trés diferentes fabricantes para norefzes solucbes de trabalho, conforme a
Tabela 13. As aliguotas foram retiradas com pip&ppendorf, transferidas para baldo
volumeétrico de 20 mL e diluidas com o solvente. &Apdmogeneizacdo as solug¢des foram

injetadas no cromatografo.

Tabela 13 -Quadro dos volumes (mL) tomados da SE do padr@gide acetilsalicilico

(AAS) sobre um nivel basico da solucdo do fabreant
1°.Fabricante | 2°.Fabricante 3°.Fabricant 1,400 | 1,400, 1,400 1,400 1,400 1,4p0 1,400

e
SE3 SE 2 SE1 0 0,200| 0,400 0,600 0,800 1,000 1,2p00

1° Fabricante mais SE3- primeira curva de adicadcdpade AAS
2° Fabricante mais SE2 — segunda curva de adichkapde AAS
3° Fabricante mais SE1- terceira curva de adicdd@pale AAS
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Foram feitas trés curvas de adicdo padrdo parado &alicilico. Tomou-se aliquotas das
solucbes estoques (SE) de acido salicilico e adm#oestas aliquotas as solucdes das amostras
dos trés diferentes fabricantes para preparo dagdss de trabalho, conforme a Tabela 14. As
aliquotas foram retiradas com pipetas Eppendafsteridas para baldo volumétrico de 20
mL e diluidas com o solvente e em seguida apos gensizacado das solucdes foram injetadas

no cromatografo.

Tabela 14 -Quadro dos volumes (mL) tomados da SE do padr@eide salicilico (AS)
sobre um nivel basico da solugdo do fabricante
1°.Fabricante | 2°Fabricantg 3°.Fabricant 1,400 | 1,400 1,400 1,400 1,400 1,400 1,400

e
SE3 SE 2 SE1l 0 0,200| 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

1° Fabricante mais SE3- primeira curva de adicédcdpade AS
2° Fabricante mais SE2 — segunda curva de adichkapde AS
3° Fabricante mais SE1- terceira curva de adicd@pale AS

5.13 AVALIACAO DO EFEITO DA MATRIZ

A primeira etapa do procedimento para avaliacaefdito da matriz, para os analitos acido
acetilsalicilico e o &cido salicilico em trés mmeds (produtos) individualmente, foi o
planejamento descrito a seguir: i) determinacdofadea de concentracdo de interesse,
considerando a aplicagdo do método e também guenaentracdes esperadas nas amostras
devam estar préximas do centro desta faixa; iipgne de uma curva analitica em solvente e
trés curvas de adicdo do analito em trés matrifesedtes, com solucfes padrao com sete
niveis de concentracao, igualmente espacadosij@poes das solucdes em ordem aleatoria.

A segunda etapa da avaliacdo do efeito da mattimiina anélise de dados e os testes de
premissas conforme o item 5.10.1 (delineamentorarpatal da linearidade). Apds a anélise
da linearidade, o efeito da matriz foi avaliadoapatomparacdes das inclinacdes e intersecoes
determinadas para as trés curvas de adicdo ddoanaB trés matrizes diferentes com a da

curva analitica.

E necessario fazer uma ressalva, a avaliacéo o efetriz neste trabalho se restringe as trés
matrizes testadas, ndo podendo ser extrapolada tpdes as possiveis matrizes que
contenham &cido acetilsalicilico e salicilico narfa de comprimidos.
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5.14 DETERMINACAO DA PRECISAO: REPETITIVIDADE E PRESAO
INTERMEDIARIA

5.14.1 Determinacédo da Repetitividade

Neste estudo foram utilizados trés diferentes staalique trabalharam, cada um deles, com
dez aliquotas das amostras dos trés diferentegdates. Determinaram-se o teor de acido
acetilsalicilico e acido salicilico em cada lotal&sado foram determinados o desvio padrao(s)
e o desvio padrao relativo percentual de repeddide (DPR) dos teores encontrados e estes

foram comparados com os limites estabelecidos egéfuda concentracdo de analito.

5.14.1.1 Preparo da solugéo padréo de &cido adiefiiso e de acido salicilico

Pesou-se 24,41 mg de Acido acetilsalicilico (SQRFhsferiu-se para baldo volumétrico de
20 mL e diluiu-se com o solvente. Desta solucdootese uma aliquota de 5 mL, transferiu-
se para baldao volumétrico de 20 mL, completou-seolume e homogeneizou-se. O
procedimento resultou em uma solucdo com concémtrale 0,305125 mg de acido

acetilsalicilico por mililitro.

Pesou-se 22,79 mg de Acido salicilico (USP), teemsfse para baldo volumétrico de 50 mL.
Desta solucéo retirou-se uma aliquota de 1 mLresfedau-se para baldo volumétrico de 50
mL, completou-se o volume e homogeneizou-se. Ceraidlo a pureza do acido salicilico
99.4%, o procedimento resultou em uma solu¢do comeentracdo de 9,0613 pg de acido

salicilico por mililitro.

5.14.1.2 Preparo das solucdes das amostras owgimtad trés fabricantes

Pesou-se dez massas de cada um dos trés fabricastesssas diluidas e transferidas com
diluente para baldo volumétrico de 20 mL. Foi egl&r uma aliquota de 5 mL e transferida

para baldo volumétrico de 20 mL, o volume completadm diluente e homogeneizado. A
massa das amostras foi escolhida com base nodelaraido pelo fabricante (100 mg de AAS
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por comprimido) e o peso meédio determinado para aad dos lotes destes fabricantes
conforme Tabela 15.

Tabela 15 -Peso médio dos lotes que participaram da validacao

1° Fabricante (lote 884) 2° Fabricante (lote 2681) 3° Fabricante (lote 510531)

157,530 mg/comprimido 130,675 mg/comprimido 121,@8fcomprimido

5.14.2 Determinagdo da Preciséo Intermediaria

Foram feitas determinagOes analiticas do teor dt#o gacetilsalicilico e salicilico em dez

amostras pesadas do “pool” dos lotes de cada untrésdabricantes, seguindo esquema
apresentado na Tabela 16, no mesmo laboratérizantio o mesmo método e 0s mesmos
procedimentos executados pelo 1° analista, poréndiasne equipamento diferente pelo 2°

analista e pelo 3° analista.

Tabela 16 -Quadro de analistas, data de analises e equipasngsdados na determinacao da
precisdo intermediaria da analise do teor de &eétilsalicilico e acido saliciilico

1° analista 2° analista 3% analista
Data 31/03/07 a 01/04/07 02/04/07 a 04/04/0Y 09/04/07/84/07
Cromatografo 3 5 4

Para cada lote analisado determinou-se o desvi@path reprodutibilidade interna (Si) e o
desvio padréo relativo percentual da reprodutiadel (DPR) e estes foram comparados com

os limites estabelecidos em fungéo da concentr@dea@malito.

5.15 DETERMINAGCAO DA ROBUSTEZ

Foram feitas injecbes em quadruplicatas da solwWg#icadequacdo do sistema de acido
acetilsalicilico (0,505 mg/mL) com o &cido saliodli(0,511 mg/mL), no cromatégrafo liquido
com detector ultravioleta-visivel com arranjo deddis, sob oito combinacbes de ensaios

diferentes conforme a Tabela 7 do item 2.4.10 (stdm).
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Depois de ensaiadas as oito combinacgdes, os @ssiltbtidos foram analisados de acordo
com os parametros de adequacdo do sistema confbambela 3 (resolucdo, assimetria,

resolucéo e pratos tedricos e repetitividade dsasar

Foram calculados e ordenados todos os setes efeitos E7), de maneira a detectar os que

foram significativos sobre o resultado.
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6 RESULTADOS ESTUSSAO
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 MONITORAMENTO DA TEMPERATURA DO LABORATORIO, DA
TEMPERATURA E PRESSAO DA COLUNA

Durante as corridas cromatograficas monitorou-seenaperatura do laboratério e a

temperatura e pressao da coluna

As Figuras 7, 8 e 9 estdo representados respeentamos monitoramentos da
temperatura do laboratério, da temperatura de aciondmento e da pressao da coluna,

durante uma corrida cromatogréfica da solugéo dgquatao do sistema.

Pose-se ver através dos graficos apresentados cureeram pouca variacdo dos
parametros monitorados, demonstrando uma boa leddalei do sistema.

Room temperature
—— SQRAAS e AS C = 0,505 mg/mL e 0,511 mg/mL

4.4 Adequabilidade 1-Repl LF2a.a

24.24 r24.2

24.0 T T T T T T T T T T T T T 24.0
o 1 2 3 a4 5 6 7
Minutes

Figura 7 - Monitoramento da temperatura do laboratério duramtea das corridas
cromatogréaficas da solucdo de adequacdo do sidtemmperatura em C). Condi¢des:
coluna C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.i.), fase moveitana de 70 partes de solucdo 0,05%
de &cido trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes det@uitrila, fluxo 1,0 mL/min, deteccao
230 nm, temperatura 30 C, volume 10 pL
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30.1 30.1
Oven temperature

— SQR AAS e AS C = 0,505 mg/mL e 0,511 mg/mL
Adequabilidade 1-Rep1l

30.0

30.0 \_I

29.9 T T T T T T T T T T T T T 29.9
o 1 2 3 a 5 6 7

Figura 8 - Monitoramento da temperatura na coluna durante w@&s corridas
cromatogréaficas da solucdo de adequacdo do sidtemm@eratura em C). Condi¢des:
coluna C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.i.), fase moveitana de 70 partes de solucdo 0,05%
de &cido trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes det@uitrila, fluxo 1,0 mL/min, deteccao
230 nm, temperatura 30 C, volume 10 pL

108 108
Pump B pressure

—— SQR AAS e AS C = 0,505 mg/mL e 0,511 mg/mL
Adequabilidade 1-Repl

106 T T T T T T T T T T T T T 106
o 1 2 3 4 5 6 7

Minutes

Figura 9 - Monitoramento da pressdo na coluna durante uma atasdas
cromatogréficas da solugdo de adequacédo do sifmEessdo em kgf/cth Condicdes:
coluna C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.i.), fase moveitana de 70 partes de solucdo 0,05%
de &cido trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes det@uitrila, fluxo 1,0 mL/min, deteccao
230 nm, temperatura 30 C, volume 10 pL

6.2 RESULTADOS DA ADEQUACAO DO SISTEMA

Os picos cromatograficos do acido acetilsalicilealo acido salicilico apresentaram

completa separacado. A Figura 10 representa o cognaaha desta separacao.
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1:230 nm, 8 nm
20007 —— SQRAAS e AS C = 0,505 mg/mL e 0,511 mg/mL

Adequabilidade 1-Repl 3.349 12441463 4340.77 5.36 1.44 2.72
Retention Time 2.357 8998285|3190.85 0.00 1.21 1.62
Area
Theoretical plates
Resolution [ 1000 2
Asymmetry (10%) g
Capacity factor

2000

<DC 10007
£

| 1
o T T [

T T T T T T T T T T T T
(o] 1 2 3 4 5 6 7

Minutes

Figura 10 - Separac¢do do acido acetilsalicilico (2,36 min, B,5@y/mL) e do acido
salicilico (3,35 min, 0,511 mg/mL). Condi¢fes: e@u C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.i.),
fase mével mistura de 70 partes de solucdo 0,05%cide trifluoracético (pH 2,3) e 30
partes de acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min, detec280 nm, temperatura 30° C, volume 10

ML

Na Tabela 17 estdo indicados os valores médio @oseUS respectivos coeficientes de
variacdo da resolucéo entre os picos, e os regpedatores de cauda e de retencéo, o
namero de pratos tedricos e a repetividade das.adfeeesolucdo superior a 2 atesta a
gualidade da separacédo cromatografica. Os fatereawtla menores que 2 demonstram a
simetria dos picos. Os fatores de retencdo encorgeadentro da faixa de 1 a 10,

demonstrando a forca eluente adequada da fase .n@®wéimero de pratos tedricos estao
acima do valor recomendado de 2000. A repetitivedadta satisfatoria, situando-se

abaixo do valor preconizado de 2 %.

Tabela 17 —Resolucéo, fator de cauda, fator de retencéo, riaee pratos tedéricos e
repetividade das areas dos picos de acido aciglilisal e do 4cido salicilico

Parametro Acido acetilsalicilico Acido salicilico
cromatogréfico
Resolucéo - 5,06 (cv 0,8%)
Fator de cauda (*) 1,20 (cv 1,5%) 1,26 (cv 2,0%)
Fator de retencéo 1,61 (cv 0,2%) 2,72 (cv 0,4%)
NuUmero de pratos tedricos 2485 (cv 0,5%) 4177 (cv 1,2%)
Repetividade das areas DPR =0,3% DPR =0,2%

* Fatores de cauda convertidos conforme a Tabétara 2.2.6)

58



6.3 RESULTADO DO ESTUDO DA CINETICA DE DEGRADACAO®ACIDO
ACETILSALICILICO

As solucbes recém preparadas foram injetadas eraléeacido salicilico no padréo de

acido acetilsalicilico foi determinado. O Gréficordpresenta a formacdo de acido

salicilico.
Cinética da formacédo do acido salicilico
0.1600 -
0.1400 -
0.1200 -
~  0.1000
>
T  0.0800 -
o
& 0.0600 -
0.0400 + Teor(%) = 0,0005 x tempo + 0,0302
0.0200 - R? = 0,9935
0.0000 — ; ; — ; ; — ; ; — ; ; — ‘
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
tempo (minutos)

Gréafico 1 —Curva da cinética da formacdo do acido salicili@ondi¢des: coluna C18
(4pm, 150 x 3,9 mm d.i.), fase mével mistura depd@ftes de solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes de acetomifrfluxo 1,0 mL/min, detec¢cdo 230 nm,
temperatura 30° C, volume 5 pL

Verifica-se uma tendéncia linear da degradacaocdio &cetilsalicilico, portanto, para
assegurar a confiabilidade dos resultados analjtexm amostras que estdo com o teor de
acido salicilico muito proximo do limite tolerad8,0 %), deve-se injetar a amostra
imediatamente apo0s a sua preparacdo. Conformeagamda regressdo podemos prever
gue apos vinte e cinco minutos (o tempo de pregaramostra) havera um aumento de
0,043 % no teor de &cido salicilico.
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6.4 RESULTADO DA VALIDACAO
6.4.1 Resultados da seletividadeara o acido acetilsalicilico e para o acido saliao

No monitoramento da pureza dos picos cromatogmsficmam tracados os espectros de
absorcdo molecular no ultravioleta antes, duranég@d@s os picos cromatograficos. Os
espectros se sobrepuseram as respectivas subst@uocas (padrdo), demonstrando a

pureza e a seletividade dos picos.

Na Figura 11 é apresentado um cromatograma olpide iajecdo do nivel 4 da primeira

curva de adicdo padrdo ao primeiro fabricante (itém.5) do produto &cido

acetilsalicilico.

1: 230 nm, 8 nm [0
Solu&éo do 11 Fabricante + Solu &éo estoque 3 do AAS

1 Fabricante + SE3 - N4-Rep3

Retention Time 2.389 3337892

Area
500

750

5007

mAU

250+ - 250

| 3.456| 111234
o T T [}

T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Figura 11 — Picos cromatograficos do acido acetilsalicilico3®2,min) e do acido
salicilico (3,46 min). Condicbes: coluna C18 (4uibB0 x 3,9 mm d.i.), fase movel
mistura de 70 partes de soluc¢do 0,05% de acidaatrécético (pH 2,3) e 30 partes de
acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min, detec¢éo 230 nnmperatura 30 C, volume 5 pL

Na Figura 12 é apresentado o monitoramento da @utepico do acido acetilsalicilico.
Antes do pico em 2,26 min (& esquerda), ha soneniédo de linha de base e em 2,39
min (& direita), o espectro de varredura de absom@lecular no ultravioleta da

substancia.

60



Spectrum at time 2.26 min. 1 Fabricante + SE3 - N4-Rep3 Spectrum at time 2.39 min. 1 Fabricante + SE3 - N4-Rep3

— 2.26 min 2.39 min
5.07 5.0 Lambda max : 203 200 226 276 308
1000 Lambdamin : 201 214 194 257 307

2.5 r2.5
500 500
0.0 0.0

2.5 r-25 04 Lo

1000

mAU
mAU

200 250 300 350 200 250 300 350

nm nm

Figura 12 —Espectros de varredura no ultravioleta antes do (@26 min) e no pico de
acido acetilsalicilico (2,39 min) . Condicfes: guu C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.i.), fase
movel mistura de 70 partes de solucao 0,05% de édftlioracético (pH 2,3) e 30 partes
de acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min, deteccao 230 memperatura 30° C, volume 5 pL

A Figura 13 representa o monitoramento da purezaiando acido salicilico. Antes do
pico em 3,34 min (a esquerda), h4 somente o rugdiinba de base e em 3,46 min (a

direita), o espectro de varredura de absor¢céo mlaleco ultravioleta da substancia.

Spectrum at time 3.34 min. 1 Fabricante + SE3 - N4-Rep3 Spectrum at time 3.46 min. 1 Fabricante + SE3 - N4-Rep3
—— 3.34min ] — 3.46 min [
59 rs » Lambda max : 205 191 195 236 303 »
Lambda min : 197 193 221 263 260
504 50
2 2
£ o 0 £
257 r25
0 0
5T T T T -5 T T T T
200 250 300 350 200 250 300 350
nm nm

Figura 13 —Espectros de varredura no ultravioleta antes do (@®34 min) e no pico de
acido salicilico (3,46 min). Condic¢des: coluna G48m, 150 x 3,9 mm d.i.), fase moével
mistura de 70 partes de solug¢do 0,05% de acidaatrécético (pH 2,3) e 30 partes de
acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min, detec¢édo 230 nnmperatura 30° C, volume 5 pL

A Figura 14 mostra os espectros de varredura dergiis molecular no ultravioeta dos

padrbes de acido acetilsalicilico e do acido daaci
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Spectrum at time 2.37 min. CA do acido acetilsalicilico - Nivel 4-Rep 2

1000

500+

0-

—— 2.37min
Lambda max :
Lambda min :

203 227 191 276 312
193 214 257 311 315

1000

500

0

T
200 250 300

T
350

Spectrum at time 3.40 min. CA do acido salicilico - Nivel 4-Rep 2

1509~~~ -7~~~ " - - T T T T T T oo T T T T 150
— 3.40 min

Lambda max : 205 192 195 236 303

100

50

Lambda min :

191 196 194 219 261

100

50

200

250 300 350

Figura 14 —Espectros de varredura no ultravioleta do padraacit#o acetilsalicilico (a
esquerda) e do padrao de acido salicilico (a dixe@ondi¢des: coluna C18 (4um, 150 x
3,9 mm d.i.), fase mével mistura de 70 partes dacdo 0,05% de acido trifluoracético
(pH 2,3) e 30 partes de acetonitrila, fluxo 1,0 min, detec¢cdo 230 nm, temperatura 30°
C, volume 5uL

6.4.2 Resultado da curva analitica do acido acetdbcilico

Através das injecdes das solucdes de trabalho sisadeonstrucdo da curva analitica de

acido acetilsalicilico, obteve-se as areas do gécmteresse, as quais sdo apresentadas na
Tabela 18.

Tabela 18 -Areas medidas ap6s injecdo das solucdes de trathalfcido acetilsalicilico

Solucéo estoque 1 (SE1)

Solugao estoque 2 (SE2)

Solucéo estoque 3 (SE3)

mg/mL area cv (%) mg/mL area cv (%) mg/mL area cv (%)
Nivel1 ~ 0,210105 2520435 1,6 0,210000 2548924 1,7 0,210140 2504273 2,1
Nivel2 ~ 0,240120 2902197 14 0,240000 2931692 2,2 0,240160 2914637 11
Nivel 3 0,270135 3249765 1.2 0,270000 3216590 1,2 0,270180 3246173 1,0
Nivel 4  0,300150 3672943 1,3 0,300000 3603644 1,9 0,300200 3592707 1,8
Nivel 5 0,330165 4056495 0,3 0,330000 4007924 1,3 0,330220 4006274 11
Nivel6  0,360180 4389719 0,1 0,360000 4432233 0,8 0,360240 4411293 0,7
Nivel 7 0,390195 4726585 0,9 0,390000 4735188 1,3 0,390260 4724429 0,8
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6.4.2.1 Avaliagcéo de Linearidade da curva analdic@acido acetilsalicilico

A linearidade da curva analitica do acido acdtiidfizo na faixa de concentracdo

estudada foi confirmada. Foram confirmados e msarés valores extremos pelo teste
Jacknife (em vermelho na Tabela 19). A premissauie os residuos devem seguir a
distribuicdo normal foi confirmada pelo teste Rylaier. A variabilidade dos residuos
da regressao ao longo dos niveis de concentrat@adss foi constante, demonstrando
homoscedasticidade, a estatisticale Levene ndo foi significativa (p > 0,05). A
independéncia dos residuos da regressao foi evidienpelo teste de Durbin-Watson. Os
resultados permitem concluir que a significanciaegressédo foi alta (p < 0,001) com
desvio da linearidade néo significativo (p > 0,@3)método esta livre de tendéncia (valor

p da intercecao > 0,05).

A Tabela 19 representa o resumo das premissas gararva analitica do acido

acetilsalicilico
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Tabela 19— Avaliacdo da linearidade do acido acetilsatioili

Ministério da Saude

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

i

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

INCQs

AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA

Dados da Curva Analitica

Anélise: Acido acetilsalicilico - replicatas independentes - 1,2 e 3

Data de Confeccdo da Curva: 22/01/2007 Curva N* replic. Independente
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7

Equipamento: HPLC Shimadzu Responsavel: Jose Luiz

Tabela de dados originais

Nivel i Conc. Resposta Avaliacao de Valores Extremos
(k) mg/mL area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
1 ol 22T0ES01 2202506 Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 2.10E-01 2.55E+06 - .
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 2= 2505506 dados né&o seréo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 2.40E-01 2.90E+06
05 2.40E-01 2.93E+06
06 2.40E-01 2.91E+06 P :
3 o DTS || S0 5000000 Curva Analitica Final
08 2.70E-01 3.22E+06
09 2.70E-01 | 3.25E+06 4000000 4
4 10 3.00E-01 3.67E+06 3000000 1
11 3.00E-01 3.60E+06 2
12 3.00E-01 3.59E+06 2000000 -
5 13 3.30E-01 4.06E+06 1000000 4
14 3.30E-01 4.01E+06
15 3.30E-01 4.01E+06 0 - - - - - T T T
6 16 3.60E-01 4.39E+06 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 04 045
17 3.60E-01 4.43E+06 .
Concentracdo (mg/mL)
18 3.60E-01 4.41E+06
7 19 3.90E-01 4.73E+06
20 3.90E-01 | 4.74E+06 Gréfico de Residuos
21 3.90E-01 4.72E+06 60000 T TTTTTIIIIIIoiooioooT
40000 - o o o
Normalidade dos Residuos 20000 4 o o o
(Teste de Ryan-Joiner) OpF—-———==="===—=—=——— 6*9 ****** 6****8****
Req T 0.99 ] -20000 - ° (¢} °
Rerit (o = 0,05) 0.95 | | 400009 © ...
-60000
- . 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
Autocorrelacdo dos Residuos .
. Concentragdo (mg/mL)
(Teste de Durbin-Watson)
d (calculado) 2.10
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.16 Anélise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.39 Estatisticas da Regresséo
Coeficiente Angular (b):] 1.23E+07 Coeficiente Linear (a): -4.85E+04
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9995 R? 0.9991
(Teste de Brown-Forsythe) N 18 Graus de Liberdade 16
Variancia Combinada 6.33E+08
t, calculado 7.37E-01 ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tiabelado (@ = 0,05) 2.12E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 4.72E-01 regresséo 1 1.06E+13 1.06E+13 1.71E+04 1.16E-25
residuos 16 9.88E+09 6.18E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 4 4.33E+09 1.08E+09 2.34E+00 1.14E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 12 5.55E+09 4.63E+08
H& Homocedasticidade p > 0,05 total 17 1.06E+13
Regressédo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p < 0,001 Observacées
Né&o ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
N&o ha autocorrelacdo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: ___/___, /___ Verificado por: Data: ___/___ | ___
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)
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6.4.2.2 Avaliacdo da condicdo necessaria para qulieha da regressdo do acido

acetilsalicilico passe pela origem

O Grafico 2 representa a avaliagdo de que o imycedo seja significativamente
diferente de zero. O valor determinadapd®,1078)maior que 0,05 indica que o0 método

esta livre de tendéncia.

Curva analitica do acido acetilsalicilico - HPLC Shimadzu
Area = -485E2 + 1227E4 * Concentracao
Correlation: r = .99953
5E6 T T

4E6 |

3E6

Area

2E6

1E6

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
Concentracao (mg/mL) | 0. 95% confidence |

Grafico 2 — Curva analitica do acido acetilsalicilico (Statest6.0). Condigbes: coluna
C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.i.), fase movel mistura7@epartes de solugcdo 0,05% de
acido trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes de aaitita, fluxo 1,0 mL/min, deteccao 230
nm, temperatura 30° C, volume 5 pL. Valor p doroepto = 0,1078

6.4.3 Resultado da curva analitica do acido saligib
Através das injecdes das solucdes de trabalho sisedeonstrucdo das curvas analiticas

de &cido salicilico, obteve-se as areas do picespondente. A Tabela 20 representa as
respostas.

65



Tabela 20 -Areas medidas ap0s injecéo das solucdes de tratbalacido salicilico

Solucéo estoque 1 (SE1) Solucéo estoque 2 (SE2) Solucéo estoque 3 (SE3)
Hg/mL area cv (%) ug/mL area cv (%) ug/mL area cv (%)
Nivel 1 6,33178 81014 0,6 6,290032 83000 0,3 6,345696 80935 0,3
Nivel 2 7,23632 91926 0,2 7,188608 90260 0,2 7,252224 93508 0,1
Nivel 3 8,14086 103656 0,3 8,087184 106595 0,8 8,158752 102885 0,3
Nivel 4 9,04540 115029 0,2 8,985760 116568 0,3 9,065280 116095 0,2
Nivel 5 9,94994 127064 0,2 9,884336 127917 0,3 9,971808 123443 0,2
Nivel 6  10,85448 138088 0,3 10,782912 142709 0,1 10,878336 138349 0,2
Nivel 7 11,75902 148831 0,1 11,681488 154058 0,2 11,784864 151177 0,2

6.4.3.1 Avaliacdo de Linearidade da curva analdtc@cido salicilico

A linearidade da curva analitica do acido satioilna faixa de concentracéo estudada foi
confirmada. Foram confirmados e retirados quattorga extremos pelo teste Jacknife
(em vermelho na Tabela 21). A premissa de quesdues devem seguir a distribui¢cao
normal foi confirmada pelo teste Ryan-Joiner. Aiakgitidade dos residuos da regressao
ao longo dos niveis de concentracdo estudados G@oistante, demonstrando
homocedasticidade, a estatistitade Levene n&o foi significativa (p > 0,05). A
independéncia dos residuos da regressao foi evadkenpelo teste de Durbin-Watson.
Alta significancia da regresséao (p < 0,001) convideda linearidade néo significativo (p

> 0,05) foi observado. O método esta livre de tan@é&(valor p do intercepto > 0,05).

A Tabela 21 representa o resumo das premissas gar&a analitica do acido salicilico
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Tabela 21— Avaliacdo da linearidade do acido salicilico

Ministério da Saude

[

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

INCas

AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA

Dados da Curva Analitica

Anélise:

Data de Confecgédo da Curva:
Replicatas por Nivel (k):
Equipamento:

Acido salicilico - replicatas independente - 1,2 e 3

22/01/07
3

HPLC Shimadzu

Curva N*

N°de Niveis (n

Responsavel:

replic. independente
): 7
Jose Luiz

Tabela de dados originais

Nivel i Conc. Resposta Avaliacao de Valores Extremos
(k) ug/mL area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
a 0L B8 S0 OMROSTOFShO:: Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 6.29E+00 | 8.30E+04 . .
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 I35 E£00 SI0IEE02 dados néo serdo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 7.24E+00 | 9.19E+04
05 7.19E+00 | 9.03E+04
06 7.25E+00 | 9.35E+04 P :
3 i MACEOORIRNOIEE S 160000 Curva Analitica Final
08 8.09E+00 1.07E+05 140000 4
09 8.16E+00 | 1.03E+05 120000 4
4 10 9.05E+00 | 1.15E+05 100000
11 8.99E+00 | 1.17E+05 2 80000
12 9.07E+00 | 1.16E+05 60000 -
5 13 9.95E+00 | 1.27E+05 40000 -
14 9.88E+00 | 1.28E+05 20000 -
15 9.97E+00 1.23E+05 0 . . - - . -
6 16 1.09E+01 1.38E+05 0 2 4 6 8 10 12 14
iy EOFEE0N IS ER0S Concentragdo (ug/mL)
18 1.09E+01 1.38E+05
7 19 1.18E+01 | 1.49E+05
20 1.17E+01 | 1.54E+05 Gréfico de Residuos
21 1.18E+01 | 1.51E+05 3000 T ... -:
2000 A o o o
Normalidade dos Residuos 1000 A o ° o
(Teste de Ryan-Joiner) O+ -—————"—"—"—"—"—"—"—"—"—"-"@—~~—~(s — - O0-5 - ———-—--
Req [ o0.97 -1000 + ® o g ° ° o
Rerit (@ = 0,05) [ 0.04 -2000 + .
-3000
Autocorrelagdo dos Residuos 0 2 4 N « 8 10 12 14
. Concentragéo ( pg/mL)
(Teste de Durbin-Watson)
d (calculado) 2.08
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.13 Andlise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.38 Estatisticas da Regresséo
Coeficiente Angular (b):] 1.27E+04 Coeficiente Linear (a): 1.03E+03
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9988 R? 0.9977
(Teste de Brown-Forsythe) N 17 Graus de Liberdade 15
Variancia Combinada 1.54E+06
t, calculado 1.95E-01 ANOVA da Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tiabelado (0 = 0,05) 2.13E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 8.48E-01 regresséo 1 8.91E+09 8.91E+09 6.38E+03 3.85E-21
residuos 15 2.10E+07 1.40E+06
Resumo da Avaliagédo Ajuste 4 8.25E+06 2.06E+06 1.79E+00 2.02E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 11 1.27E+07 1.15E+06
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 16 8.93E+09
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p < 0,001 Observacdes
Né&o ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacédo dos Residuos (a = 0,05)
N&ao ha autocorrelacédo d > du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Recrit
Responsavel: Data: ___/___ /___ Verificado por: Data: ___/ | __
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)
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6.4.3.2 Avaliacdo da condi¢do necessaria para tjphaada regressao do acido salicilico

passe pela origem

O Grafico 3 representa a avaliagdo de que o imycedo seja significativamente
diferente de zero. O valor determinadopd®,4775)maior que 0,05 indica que o método

esta livre de tendéncia.

Curva analitica do acido salicilico - HPLC Shimadzu

Area =1034.8 + 12663. * Concentracao
Correlation: r =.99883

1.6E5

1.4E5¢}

1.2E5¢}

1E5¢

80000 r

Area

60000

40000 f

20000 f

0 2 4 6 8 10 12

Concentracao (ug/mL) | Y. 95% confidence |

Gréafico 3 — Curva analitica do &cido salicilico (StatisticA)6Condicfes: coluna C18

(4pm, 150 x 3,9 mm d.i.), fase mével mistura depd@ftes de solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes de acetomifrfluxo 1,0 mL/min, detec¢cdo 230 nm,
temperatura 30° C, volume 5 pL. Valor p da intefioeg 0,4775

6.4.4 Determinacédo dos limites de deteccéo e quditicao do acido salicilico

Os limites de detecc¢éo e quantificagdo foram detahos graficamente a partir da curva
analitica do acido salicilico conforme o Grafico @s limites deste método sé&o

respectivamente 0,28y/mL e 0,69ug/mL.
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Curva analitica do acido salicilico - HPLC Shimadzu

Area =1034.8 + 12663. * Concentracao
Correlation: r =.99883
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Gréfico 4 - Determinacgdo grafica do limite de deteccdo (Qu88nL) e do limite de
quantificacdo (0,691g/mL) na curva analitica do acido salicilico amgédia(Statistica
6.0). Condicdes: coluna C18 (4um, 150 x 3,9 mm), dase movel mistura de 70 partes
de solucdo 0,05% de acido trifluoracético (pH 230 partes de acetonitrila, fluxo 1,0
mL/min, deteccdo 230 nm, temperatura 30° C, volome.

6.4.5 Determinacédo da exatidao do acido acetilsdlico
Através das injecdes das solucdes de trabalho gagae na elaboracdo das curvas de

adicdo padrdo de acido acetilsalicilico, obteveaseareas do pico correspondente,

apresentadas na Tabela 22.

69



Tabela 22 -Areas medidas apos injecdo das solucdes de trabellamlicido padrdo de
acido acetilsalicilico

Primeira curva de adigdo Segunda curva de adigdo Terceira curva de adicéo
padréo padrao padréo
(1° Fabricante + SE3) (2° Fabricante + SE2) (3° Fabricante + SE1)
mg/mL area cv (%) mg/mL area cv (%) mg/mL area cv (%)
Nivel 1 0,21027 2370102 2,6 0,21042 2492225 0,2 0,20995 2427180 0,9
Nivel 2 0,24028 2745019 0,5 0,24042 2768295 0,9 0,24020 2815191 0,8
Nivel 3 0,27028 3056527 0,5 0,27043 3098838 1,4 0,27045 3134963 1,0
Nivel 4 0,30028 3337358 0,9 0,30043 3447588 0,8 0,30070 3478234 0,8
Nivel 5 0,33029 3686969 11 0,33044 3796547 0,7 0,33095 3836709 0,7
Nivel 6 0,36029 4064287 0,4 0,36045 4060427 0,6 0,36120 4140835 0,7
Nivel 7 0,39030 4382921 1,1 0,39045 4422030 1,5 0,39145 4501431 0,8

Verifica-se, conforme a Tabela 23, que a recuperdgdanalito em cada nivel da curva
de adicdo padrédo de acido acetilsalicilico, ficatreeos limites estabelecidos de 90% a
107%, para o nivel de concentracdo de analito tdaleg§AOAC,1993; LC/GC,1998),

comprovando assim adequada exatiddo do métod@g@aubstancia.

Tabela 23 —Recuperagdo calculada apartir das curvas de adiedcdo de &cido
acetilsalicilico

Recuperagéo na primeira Recuperagdo na segunda Recuperagao na terceira
curva de adicéo padréo curva de adi¢éo padréo curva de adi¢éo padréo
(%) (%) (%)
Nivel 1 - - -
Nivel 2 101,3 97,2 101,4
Nivel 3 100,3 96,7 100,3
Nivel 4 99,6 96,9 100,1
Nivel 5 99,0 97,0 100,3
Nivel 6 100,1 95,1 99,2
Nivel 7 99,6 95,6 99,5

6.4.6 Determinacédo da exatiddo do acido salicilico
Através das injecdes das solucdes de trabalho gagae na elaboracdo das curvas de

adicdo padréo de &cido salicilico, obteve-se asate pico correspondente, apresentadas
na Tabela 24.
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Tabela 24 -Areas medidas ap0s injecdo das solucdes de trabellamlicido padrdo de
acido salicilico

Primeira curva de adigdo Segunda curva de adigdo Terceira curva de adicéo
padréo padrao padréo
(1° Fabricante + SE3) (2° Fabricante + SE2) (3° Fabricante + SE1)
yg/mL area cv (%) ug/mL area cv (%) yg/mL area cv (%)
Nivel 1 9,9991 114694 1,2 7,6266 95163 0,9 7,5165 106473 2,9
Nivel 2 10,9056 128281 0,6 8,5232 106355 0,2 8,4210 123074 0,9
Nivel 3 11,8122 138683 1,2 9,4198 118102 1,5 9,3256 133934 1,6
Nivel 4 12,7187 150938 0,7 10,3164 128905 04 10,2301 144891 15
Nivel 5 13,6252 161379 0,7 11,2129 139159 0,6 11,1346 160039 0,6
Nivel 6 14,5317 172833 0,5 12,1095 151273 1,2 12,0392 172112 0,3
Nivel 7 15,4383 183853 0,8 13,0061 163072 2,3 12,9437 183357 0,9

Verifica-se, conforme a Tabela 25, que a recuperdgdanalito em cada nivel da curva
de adicdo padrdo de acido salicilico, ficou engrdirnites estabelecidos de 80% a 110%,
para o nivel de concentracdo de analito do estWDAC,1993; LC/GC,1998),
comprovando assim adequada exatiddo do métod@g@aubstancia.

Tabela 25 —Recuperagdo calculada apartir das curvas de adiedcdo de &cido
salicilico

Recuperagdo na primeira Recuperacéo na segunda Recuperacéo na terceira
curva de adigao padrao curva de adi¢cao padrao curva de adi¢cao padrao
(%) (%) (%)
Nivel 1 - - -
Nivel 2 102,5 100,0 103,2
Nivel 3 102,4 100,5 101,4
Nivel 4 103,5 100,1 100,0
Nivel 5 103,3 99,5 101,5
Nivel 6 103,7 100,1 100,9
Nivel 7 103,8 100,5 100,0
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6.4.7 Verificagdo do efeito matriz

A linearidade das curvas de adi¢éo padréao do @aedtisalicilico e do &cido salicilico na
faixa de concentracdo estudada foi confirmada. ém@sa de que os residuos devem
seqguir a distribuicdo normal foi confirmada pelstéeRyan-Joiner. A variabilidade dos
residuos da regressao ao longo dos niveis de doac®&n estudados foi constante,
demostrando homoscedasticidade. A estatistida Levene ndo foi significativa (p >
0,05). A independéncia dos residuos da regressayiftenciada pelo teste de Durbin-
Watson. Uma alta significancia da regressao (p081),com desvio da linearidade né&o
significativo (p > 0,05) foi observada.

As Tabelas em anexos (A ao D) representa o resas\pr@missas para as trés curvas de
adicdo padrdo do acido acetilsalicilico. As Tabelasanexos (E ao H) representam o
resumo das premissas para as trés curvas de gaigém do acido salicilico.

6.4.7.1 Avaliacdo do efeito matriz nas curvas dedadpadrao do 4cido acetilsalicilico

O Gréfico 5 representa a comparacao entre as cdevadicdo padréo (esquerda) e entre

estas e a curva analitica de acido acetilsalicflio®ita).

Avaliagio do efeito matriz no &cido acetilsaliclic o Avaliagdo do efeito matriz no acido acetilsalicilic o

5000000 5000000

4000000 4000000
. 3000000 / 3000000
< 2000000 < 2000000

1000000 1000000

04 ; : : : 0+ ‘ ‘ ; ;
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0 0.1 0.2 0.3 04
Concentragao (mg) Concentragao (i)
e 8 Lnear (F+5€2) | Crear (F +5£2) st 3+ 561)

Gréfico 5 — Comparagdo grafica entre as curvas de adicdo padcacacido
acetilsalicilico (esquerda) e entre as curvas dgadgadrdo e a curva analitica (direita).
Condic¢bes: coluna C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.igefmovel mistura de 70 partes de
solucdo 0,05% de &cido trifluoracético (pH 2,3) G partes de acetonitrila, fluxo 1,0
mL/min, deteccdo 230 nm, temperatura 30° C, volomé
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Os dados apresentados na Tabela 26 indicam queocdoeu efeito da matriz
evidenciado pelas comparacdes das inclinacoeseesegbes calculadas para as trés

curvas de adicdo padrdo com a da curva analitez. (¥ t tab.).

Tabela 26 — Teste t para comparacdo das curvas de adicdo patkadcido
acetilsalicilico com a curva analitica a cada par

Equacéo da curva analitica (Ca) y=1,42E5 + 1,11E7x
Equacéo da curva de adicdo padrao 1 (Cap 1) y =9,43E4 + 1,10E7x
Equacéo da curva de adicdo padrdo 2 (Cap 2) y =1,97E5 + 1,08E7x
Equacéo da curva de adicdo padrao 3 (Cap 3) y =7,68E4 + 1,13E7xX
t calculado entre Cae Cap 1 0,593
t calculado entre Ca e Cap 2 0,494
t calculado entre Ca e Cap 3 0,391
t tabeladoyp. 0,05 2,228

6.4.7.2 Avaliacdo do efeito matriz nas curvas dedadpadrao do 4cido salicilico

O CGrafico 6 representa a comparacdo efetuada @streurvas de adicdo padréo

(esquerda) e entre estas e a curva analitica de salicilico (direita).

Avaliac&o do efeito matriz no acido salicilico Avaliagéo do efeito matriz no acido salicilico
200000 + 200000 +
150000 | // 150000 //
£100000 - £100000 - /
50000 + 50000 -
0 . . . . . . . , 0 T T T T T T T |
0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 120 140 16.0 0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 120 14.0 16.0
Concentragéo (ug/mL) . Ci 4o (ug/mL) ,
—— Linear (1F+SE3) Linear (3F+SEL)
‘ —— Linear (1IF+SE3) —— Linear (3F+SE1) Linear (2F+SE2) Linear (2F+SE2) — Linear (CA do AS)

Grafico 6 — Comparacdo grafica entre as curvas de adicdo paldr&rido salicilico
(esquerda) e entre as curvas de adicdo padraouesa analitica (direita). Condigdes:
coluna C18 (4um, 150 x 3,9 mm d.i.), fase moveitana de 70 partes de solucdo 0,05%
de &cido trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes det@uitrila, fluxo 1,0 mL/min, deteccao
230 nm, temperatura 30° C, volume 5 pL
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Os dados apresentados na Tabela 27 indicam queatdiceu efeito da matriz pelas
comparacoes das inclinagdes e intersecdes calsybada as trés curvas de adi¢cao padréo

com a da curva analitica (t cal. < ttab.).

Tabela 27 —Teste t para comparacédo das curvas de adicdo paeld@mdo salicilico com
a curva analitica a cada par

Equacéo da curva analitica (Ca) y = 1,03E3 + 1,27E4x
Equacéo da curva de adicdo padrao 1 (Cap 1) y =-8,51E3 + 1,25E4x
Equacéo da curva de adicdo padrdo 2 (Cap 2) y = 8,48E2 + 1,24E4x
Equacéo da curva de adicdo padrao 3 (Cap 3) y = 5,09E3 + 1,38E4x
t calculado entre Cae Cap 1 0,182
t calculado entre Ca e Cap 2 0,296
t calculado entre Ca e Cap 3 0,661
t tabeladoyp. 0,05 2,228

6.4.8 Determinacéo da preciséo: repetitividade e priséo intermediaria

6.4.8.1 Repetitividade

Os resultados das repetividades das andlises @dfstuam cada fabricante por cada
analista (usando o mesmo equipamento e no mesmesi&o indicados nas Tabelas 28,
29 e 30. Os valores dos desvios padrao relativosejpietividade (DPRr) encontrados,
atestam a repetitividade do método. Segundo Hoid@82), os limites estabelecidos de
DPRr em funcédo da concentracdo do analito ndo padiapassar 5,3 % para o acido

acetilsalicilico e 10,7 % para o acido salicilico.
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Tabela 28— Repetitividade do método para o acido acetilg@lice salicilico, analises
executada pelo primeiro analista (cromatégrafo St 3)

Teor — primeiro fabricante Teor — segundo fabricante Teor — terceiro fabricante
(%) (%) (%)
acetilsalicilico salicilico acetilsalicilico salici lico acetilsalicilico salicilico
93,5656 1,3905 99,7175 0,2651 99,9412 0,2312
94,1994 1,4336 97,7308 0,2621 100,6236 0,2362
94,6797 1,3959 99,7264 0,2859 100,0840 0,2408
89,6247 1,3915 98,5727 0,2854 99,2488 0,2460
91,3811 1,3516 98,8918 0,2949 100,0390 0,2541
96,9327 1,4336 101,3538 0,3084 99,4712 0,2478
95,1924 1,4573 99,0709 0,2945 100,2219 0,2459
96,7157 1,4498 99,8874 0,3216 98,9086 0,2263
93,0160 1,4772 99,0640 0,3203 98,5361 0,2495
95,9504 1,4818 99,7343 0,3402 98,0931 0,2821
média = 94,1257 média = 1,4263 média = 99,3749 média = 0,2978 média = 99,5167 média = 0,2460
DPRr=2,5 DPRr=2,9 DPRr=1,0 DPRr=8,4 DPRr=10,8 DPRr = 6,2

DPRr: desvio padrao relativo de repetividade

Tabela 29— Repetitividade do método para o acido acetidiglo e salicilico, analises
executada pelo segundo analista (cromatdgrafo vY8dsje

Teor — primeiro fabricante Teor — segundo fabricante Teor — terceiro fabricante
(%) (%) (%)
acetilsalicilico salicilico acetilsalicilico salici lico acetilsalicilico salicilico
94,3873 1,4175 97,0097 0,2220 99,7467 0,2320
93,9700 1,3764 95,9987 0,1941 99,7831 0,2378
93,8545 1,4081 96,2669 0,1892 99,3668 0,2448
95,0818 1,4435 96,1329 0,1985 96,9526 0,2408
94,6211 1,4004 100,4876 0,2144 102,2367 0,2770
94,5090 1,3458 101,2168 0,2223 100,5156 0,2149
96,0705 1,3583 97,0740 0,1840 98,6614 0,2168
92,4913 1,3703 99,9128 0,2052 100,1580 0,2311
92,4549 1,3921 97,2126 0,2197 99,1041 0,2362
95,0917 1,4193 99,8681 0,2203 99,4750 0,2477
média = 94,2532 média = 1,3932 média = 98,1180 média = 0,2070 média = 99,6000 média = 0,2379
DPRr=1,2 DPRr=2,2 DPRr=2,1 DPRr=7,1 DPRr=1,4 DPRr=7,3

DPRr: desvio padrao relativo de repetividade
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Tabela 30— Repetitividade do método para o acido acetildi@lpo e salicilico, analises
executada pelo terceiro analista (cromatografo &art)

Teor — primeiro fabricante Teor — segundo fabricante Teor — terceiro fabricante
(%) (%) (%)
acetilsalicilico salicilico acetilsalicilico salici lico acetilsalicilico salicilico
94,5234 1,5198 99,4881 0,2450 99,0104 0,2513
94,0400 1,4334 99,3938 0,2213 97,7546 0,2332
94,1258 1,4611 100,0138 0,2339 97,8654 0,2470
94,7798 1,4883 99,1983 0,2364 98,3404 0,2751
93,8959 1,4557 99,4811 0,2505 98,2347 0,2926
95,0829 1,4316 98,3572 0,2134 96,5994 0,2137
96,0469 1,4803 98,4382 0,2166 96,2281 0,2210
93,6578 1,4981 97,5916 0,2251 96,2281 0,2359
97,3036 1,5071 98,3944 0,2343 97,2866 0,2601
95,1369 1,4859 98,7104 0,2482 96,8228 0,2701
média = 94,8593 média = 1,4761 média = 98,9067 média = 0,2325 média = 97,6274 média = 0,2500
DPRr=1,2 DPRr=2,0 DPRr=0,7 DPRr=5,6 DPRr=10,9 DPRr=9,9

DPRr: desvio padrao relativo de repetividade

6.4.8.2 Determinacéo da Preciséo Intermediaria

Os resultados das precisfes intermediarias dassemafetuadas em cada fabricante
pelos trés analistas (em equipamentos e dias diéeestao indicados nas Tabelas 31 e
32. Os valores dos desvios padrdo relativos deodegbilidade (DPR) encontrados,
atestam a reprodutibilidade do método. Segundo Ho(1982), os limites estabelecidos
de DPR, em funcéo da concentracdo do analito ndo podeapaksar 8,0 % para o acido

acetilsalicilico e 16,0 % para o acido salicilico.
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Tabela 31— Precisdo intermediaria do método para o aciduilsalicilico , analises
executadas pelos tres analistas (em cromatografas eliferentes)

Primeiro fabricante Segundo fabricante Terceiro fabricante
(%) *) (%)
2 3 3
1 Analista 2 Analista 3 Analista Analista Analista Analista 1 Analista 2 Analista Analista
(Y1-MdY1)2 (Y2-MdY2)2 (Y3-mdY3)2 (Y1-MdY1)2  (Y2-MdY 2)2 (Y3-MdY3)2 (Y1-MdY1)2 (Y2-MdY2)2 (Y3-MdY3)2
0,3148 0,0180 0,1128 0,1173 1,2283 0,3380 0,3206 2,6527 0,0107
0,0054 0,0802 0,6713 2,7033 4,4914 0,2373 1,5591 2,7725 1,3274
0,3069 0,1589 0,5380 0,1235 3,4267 1,2257 0,5027 1,5594 1,0843
20,2588 0,6866 0,0063 0,6437 3,9406 0,0850 0,0159 1,3582 0,3206
7,5324 0,1353 0,9281 0,2335 5,6150 0,3299 0,4410 16,9636 0,4516
7,8793 0,0654 0,0500 3,9160 9,6025 0,3019 0,0093 5,7484 5,3234
1,1379 3,3025 1,4103 0,0924 1,0900 0,2195 0,7173 0,2952 7,1747
6,7084 3,1043 1,4436 0,2626 3,2212 1,7294 0,2174 4,1618 2,6247
1,2314 3,2340 5,9745 0,0967 0,8198 0,2625 0,7037 0,9723 4,3427
3,3297 0,7030 0,0771 0,1291 3,0629 0,0385 1,6432 1,8413 0,6006
Spi (a,i,t) = 1,62624 Spi (a,i,t) = 1,35516 Spi (a,i,t) = 1,58367
média = 94,4127 média = 98,7999 média = 98,9147
DPRg=1,7 DPRr =1/4 DPRg =1,6

Spi(a,i,t): desvio padrdo de precisdo intermedi@m condicdes intermediaria de
precisédo (a = analista, i = instrumento, t = tempo)
DPRk : desvio padréo relativo de reprodutibilidade

Tabela 32— Preciséo intermediaria do método para o acilicilga, analises executadas
pelos tres analistas (em cromatografos e diasedifes)

Primeiro fabricante Segundo fabricante Terceiro fabricante
(%) (%) (%)
1 2 3 3
Analista 2 Analista 3 Analista 1 Analista Analista Analista 1 Analista 2 Analista Analista
(Y1-MdY1)2 (Y2-MdY2)2 (Y3-MdY3)2 (Y1-MdY1)2 (Y2-MdY 2)2 (Y3-MdY3)2 (Y1-MdY1)2 (Y2-MdY2)2 (Y3-MdY3)2

0.001279 0.000592 0.001904 0.001070 0.000225 0.000156 0.000220 0.000035 0.000002
0.000054 0.000281 0.001820 0.001279 0.000165 0.000125 0.000096 0.000000 0.000283
0.000922 0.000222 0.000226 0.000143 0.000314 0.000002 0.000027 0.000047 0.000009
0.001211 0.002530 0.000147 0.000156 0.000072 0.000016 0.000000 0.000008 0.000630
0.005583 0.000052 0.000417 0.000008 0.000055 0.000327 0.000066 0.001527 0.001814
0.000054 0.002242 0.001982 0.000112 0.000235 0.000363 0.000003 0.000529 0.001317
0.000961 0.001216 0.000017 0.000011 0.000528 0.000252 0.000000 0.000446  0.000841
0.000553 0.000521 0.000483 0.000565 0.000003 0.000054 0.000387 0.000046 0.000199
0.002593 0.000001 0.000959 0.000504 0.000162 0.000003 0.000012 0.000003 0.000102
0.003083 0.000684 0.000096 0.001793 0.000177 0.000246 0.001303 0.000096  0.000403

Spi (a,i,t) = 0.034794 Spi (a,i,t) = 0.018382 Spi (a,i,t) = 0.019676
média = 1.4319 média = 0.2458 média = 0.2446
DPRg=2.4 DPRr =75 DPRr =8.0

Spi(a,i,t): desvio padrdo de precisdo intermedi@m condicGes intermediaria de
precisdo (a = analista, i = instrumento, t = tempo)
DPRk : desvio padréo relativo de reprodutibilidade
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6.4.9 Determinacéo da robustez

Foram feitas injecdes em quadriplicatas da soldgdadequacdo do sistema (conforme
item 5.15). As Figuras em anexo (I) mostram os etogramas obtidos para as oitos

combinacdes diferentes ensaiadas.

Os resultados obtidos foram analisados de acordoasparametros de adequacao do
sistema (Tabela 3 do item 2.2.9). A Tabela 33 raoes resultados dos parametros
obtidos (repetitividade das areas (DPR), pratosice® (PT), Fator de cauda (FC),

retencéo (Ret) e resolucao (Res).

Tabela 33 —Resultados dos parametros obtidos apés ensaiastd@®mbinacdes

Acido acetilsalicilico Acido salicilico
Area PT FC* Ret. Area PT Res. FC Ret.
Cbh1 média 5113052 1184 1,23 1,66 7520678 2525 3,79 1,29 2,82
cv (%) 1,1 0,4 2,0 0,6 1,1 0,5 0,2 3,0 0,2
Cb2 média 5714182 1935 1,06 2,31 8510401 3498 5,58 1,27 4,11
cv (%) 0,5 0,2 1,2 0 0,4 0,3 0,1 1,0 0
Cb3 média 4778166 2753 1,13 3,09 6965771 5869 7,01 1,26 5,34
cv (%) 0,3 4,6 1.9 0 0,4 0,1 1,1 15 0
Cb4 média 4798903 4072 1,04 4,44 7190366 5114 8,33 1,32 7,94
cv (%) 0,8 0,3 1,9 0,1 0,7 2,5 0,6 2,2 0,3
Cb5 média 4565184 1195 1,14 1,67 7043354 2160 3,67 1,43 2,84
cv (%) 0,5 0,1 0,8 0 0,5 4,3 1,1 1,1 0
Cb 6 média 4629201 869 1,15 1,29 6825962 1698 2,89 1,26 2,18
cv (%) 0,4 1,1 3,1 0,4 0,2 2,0 1,8 4,5 0,6
Cb7 média 5668452 3943 1,11 5,46 8755818 5268 6,52 1,40 8,51
cv (%) 0,4 0,6 1,7 0,4 0,4 2,5 0,5 1,8 0,4
Cb8 média 5696671 4380 1,13 4,29 8540318 7056 7,08 1,26 6,72
cv (%) 0,4 1,0 2,0 0,2 0,4 13 1,9 2 0,1

* Fatores de cauda convertidos conforme a Tabétera 2.2.6)
Cb — combinacéo ensaiada

Os valores de resolucao sempre foram superioresnai2ando a plena separacéo entre

0S picos.

Os valores dos desvios padrao relativos das amasnfsempre inferiores a 2 %,

demostrando assim satisfatoria repetitividade exgrniajecoes.
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Os fatores de cauda dos picos foram sempre indsrm2, demostrando um bom formato

dos picos.

Os fatores de retencdo foram sempre superiores @ infieriores a vinte, demostrando

uma boa diferenciacdo do volume morto da coluna.

O numero de pratos tedricos nas combinacdes 1 ar® @ acido acetilsalicilico
apresentaram-se inferiores ao recomendado (N >)2@3Pe fato se justifica pelo
desgaste natural devido ao uso da coluna (Wate® @Gdrantes os trabalhos de

validagéo, uma vez que a robustez foi a Ultimazetipestudo.

O declinio de performance da coluna pode ser egidéa comparando os parametros
obtidos no estudo inicial de adequacdo do sistehabela 17), com 0S mMesmos
parametros obtidos no estudo da robustez no emwaioombinacdo 1 (Tabela 33),

conforme a Tabela 34.

Tabela 34 —Comparacao dos parametros obtidos no inicio e mal flo estudo da
validagao

Para o AAS DPR (areas) PT Res FC Ret
Inicio
adequacéo do 0,3 2485 5,06 1,20 1,61
sistema
Final
robustez 11 1184 3,79 1,23 1,66

Combinagéo 1
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Diante dos resultados obtidos, conclui-se que @dweé robusto, em relacdo a pequenas
alteracdes positivas no pH da fase movel (2,2,6), composicédo da fase mével (30
20% de organico), temperatura da coluna (3025°C), fluxo da fase movel (1,0 1,2
mL/minuto), diferente fabricante de coluna (WatersMerck) e tempo de extracdo no

ultra-son (5- 10 minutos).

A robustez do método em relacdo a analistas, eneips e dias diferentes foi avaliada
na determinacdo da precisdo intermediaria e foisidenada satisfatéria conforme
Tabelas 31 e 32.

Foram calculados todos os setes efeitos (E1 a A¥)Tabelas 35 e 36 mostram
respectivamente os efeitos determinados para aatkeg&o de fator na determinagéo do
acido acetilsalicilico e na determinacdo do acal@idico de acordo com o item 2.4.10

(robustez - calculo do efeito)

Tabela 35 -Resultados dos efeitos na determinacdo do acetdsaticilico

Fatores Res. FC Ret. PT DPR

1. Variagdo do pH da fase mével
(23 = 2,6)

2. Variagéo da composicéo da fase movel
(30 - 20) % organico

1,14 -0,02 -0,30 -111 0,24

-3,25 0,05 -2,59 -2491 0,17

3. Variacédo da temperatura da coluna

(30 -~ 25)C -0,72 0,06 -0,11 -545 0,06
4. Variacéo do fluxo da fase movel

(1,0~ 1,2) mL/minuto 0,26 0,01 081 639 0,07
5. Diferente fabricante de coluna

(Waters  Merck) -0,83 0,07 -0,89 -490 0,01
6. Estabilidade das solugbes

(1~ 2) dias de preparo 0,22 0,03 -0,03 333 0,30
7. Tempo de extragao no ultrason

(5 - 10) minutos de extrason no ultrason -0,45 002 037 49 026
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Tabela 36 -Resultados dos efeitos na determinagéo do acioblisal

Fatores Res. FC Ret. PT DPR
1. Variagdo do pH da fase mével

(2,3 - 2,6)

2. Variagdo da composicéo da fase movel

1,14 -0,05 -0,01 206 0,24

(30 - 20) % organico

-3,25 0,01 -4,14 -3357 0,08

3. Variagdo da temperatura da coluna

(30 ~25)C -0,72 0,07 -0,36 -386 0,19
4. Variagéo do fluxo da fase movel

(1,0 ~ 1,2) mL/minuto 0,26 -0,01 0,97 877 0,09
5. Diferente fabricante de coluna

(Waters ~ Merck) -0,83 -0,09 -1,58 277 0,01
6. Estabilidade das solugbes

(1~ 2) dias de preparo 0,22 0,02 0,05 130 0,31
7. Tempo de extragdo no ultrason

(5 - 10) minutos de extrason no ultrason -0.45 0,01 0,61 995 0.19

Os efeitos foram avaliados com a finalidade delaevagjueles efeitos mais significante

nos resultados dos parametros da adequacao doaiggga as duas substanciais.

Na resolucdo dos picos, o efeito da variacdo dgposipdo da fase movel foi 0 mais

significativo. Sugere-se trabalhar com a compostigg80 % de organico.

No desvio padrdo relativo das areas, o efeito dabdidade das solucdes foi o que
provocou maiores variagcfes donde conclui-se quegbriante que se trabalhe com

solucdes preparadas no dia da injecao.

No fator de cauda dos picos, ndo houve efeito cdpazausar variacdes significativa,

todos os valores foram proximo do zero.
Nos fatores de retencdo e numero de pratos tepoceieito da variagdo da composicao

da fase movel foi 0 mais significativo, portantgere-se trabalhar com a composicéo de

30 % de orgéanico.
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6.4.10 Comparacéao dos resultados

Foram analisados pelo método validado dez loted1@% a 651198) de um quarto
fabricante conforme o esquema apresentado na T&bélem 5.4 amostragem) dos
medicamentos que continham 100 mg de acido adigdiis® por comprimido

proveniente do Programa da Farmacia Popular.

Foram feitas compara¢cfes do teor de acido acdtilgal determinado no ensaio de
dissolucdo (por espectrofotometria) com aqueleraétado pelo método validado (por
CLAE).

A Tabela 37 - mostra os teores e as técnicas usanlasada laboratério do INCQS na
determinacédo de &cido acetilsalicilico (AAS). També mostrado os teores de acido

salicilico (AS) dosado pelo novo método.

Tabela 37 -Teores de &cido acetilsalicilico encontrados em atemstras do quarto
fabricante, analises por CLAE e por espectrofotomet

INCQS Fabricante Método novo  Método novo Dissolucéo
AAS-CLAE AS-CLAE AAS-Espec.

n° Amostra lote (%) (%) (%)

1696/2007 651189 (95 +£3) 0,69 (97 £2)
1715/2007 651190 (93+2) 0,61 (96 £ 5)
1720/2007 651191 (94 £1) 0,91 (94 +4)
1718/2007 651192 (95 +£1) 0,81 (100 £ 3)
1697/2007 651193 (99 +£2) 0,87 (97 £2)
1717/2007 651194 (93+£2) 0,78 (96 £ 3)
1719/2007 651195 (94 +£3) 0,74 (97 £ 2)
1716/2007 651196 (98 £ 2) 0,72 (93 £ 6)
1714/2007 651197 (98 £1) 0,70 (100  4)
1713/2007 651198 (103 +1) 0,65 (99 +3)
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Com base na Tabela 37 foi aplicado o teste t pamgparacdo de médias. O valor de t
calculdo foi menor que o valor de t tabelado, pudando ha diferenca significativa
(nivel de confianca de 95 %), entre os resultadus tdores analisados pelo método
proposto por CLAE comparados aos teores por egjetmetria. A Tabela 38

representa estas comparacées.

Tabela 38 -Teste t para comparacdes das médias dos teoregldeaéetilsalicilico

INCQS desvios
amostra média CLAE — média espectrofotometria
1696/2007 -2.220
1715/2007 -2.550
1720/2007 -0.090
1718/2007 -4.270
1697/2007 2.210
1717/2007 -3.000
1719/2007 -2.940
1716/2007 5.790
1714/2007 -1.060
1713/2007 3.270
média -0.486
5 3.252
t cal. 0.47
t tab. 9: 0,05 2.26
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7 CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

A validacdo do método estudado produziu resultaddsquados para garantir a
confiabilidade dos resultados analiticos de acidetilaalicilico e acido salicilico em

comprimidos realizadas no INCQS.

O estudo da cinética de degradacdo do acido atefiliso demostrou ser uma boa
ferramenta para assegurar uma previsdo do aumenémdde acido salicilico em fungéo
do tempo, previsdo necessaria principalmente enstaasoque apresentam teor de acido

salicilico préximo ao limite de restricao (3,0 %).

Pelo estudo da robustez foi possivel constataregtee método pode ser utilizado para
dosar o teor de acido acetilsalicilico e acidocialo sob as oito combinacdes testadas,
dentro dos limites estabelecidos para os parameteosdequacdo do sistema. Foi
possivel também verificar os efeitos mais significes, principalmente com respeito aos

resultados de resolucéo.

A comparacao dos resultados demonstraram ndo Hdeeznca significativa do teor de
acido acetilsalicilico determinado pelas técnicstdadas, em presenca de teores de

acido salicilico menores que 1 %.
Futuramente os resultados da validacdo apresentadste trabalho poderdo ser

reavaliados pela Comissdo Permanente de Revis&ardacopéia Brasileira (CPRFB)

e, sendo aprovada a monografia é enviada a apfiectagficializacdo da Anvisa.
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ANEXOS




ANEXO A - Tabela da avaliacdo da linearidade da curva awlile acido

acetisalicilico usado na avaliagdo do efeito matriz

Anexo A — Avaliacdo da linearidade do acido acetilsatoili

— Ministério da Saude
u FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde INCQS
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Anélise: Curva analitica do &cido acetilsalicilico
Data de Confeccéo da Curva: 15/03/2007 Curva N Ca do AAS
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC Shimadzu Responsavel: José Luiz
Tabela de dados originais
Nivel i Conc. Resposta Avaliacdo de Valores Extremos
(k) mg/mL area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
a 8; ;ig;gi ;gg;:gg Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
- = conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 2008 2L dados néo serdo considerados na avaliacdo das premissas
2 04 2.40E-01 2.79E+06 i
05 2.40E-01 2.78E+06
06 2.40E-01 2.79E+06 P -
3 o7 ATOEROH RIAEEOE 5000000 Curva Analitica Final
08 2.70E-01 3.10E+06
09 2.70E-01 | 3.14E+06 4000000 1
4 10 3.00E-01 3.48E+06 = 3000000
11 3.00E-01 3.44E+06 2
12 3.00E-01 3.49E+06 2000000 -
5 13 3.30E-01 3.76E+06
14 3.30E-01_| 3.79E+06 1000000 1
15 3.30E-01 3.81E+06 0 - - - . . - - -
6 16 3.60E-01 4.16E+06 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
7 3760200 AL{EZHE Concentracdo (mg/mL)
18 3.60E-01 4.17E+06
7 19 3.90E-01 4.47E+06
20 3.90E-01 4.49E+06 Grafico de Residuos
21 3.90E-01 4.49E+06 100000
Normalidade dos Residuos 50000 1 8“““““8- ----- é-”
(Teste de Ryan-Joiner) OF-———"—"=—"=—"—"—"=—"=—"—"—————— g* 77778777@*777*
Reg [ o097 ] -s0000{ ... °.% 9. o...
Rcrit (o = 0,05) o095 |
-100000
Autocorrelagdo dos Residuos ° 0.05 01 015 0'2. 0-28 03 0.3 04 0.4
. Concentragdo (mg/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 2.12
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.22 Anéalise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.42 Estatisticas da Regressédo
Coeficiente Angular (b):] 1.11E+07 Coeficiente Linear (a): 1.42E+05
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9992 R? 0.9985
(Teste de Brown-Forsythe) N 21 Graus de Liberdade 19
Variancia Combinada 7.98E+08
t, calculado -1.69E-02 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
ttabelado (0 = 0,05) 2.09E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 9.87E-01 regresséo 1 9.31E+12 9.31E+12 1.26E+04 2.80E-28
residuos 19 1.40E+10 7.39E+08
Resumo da Avaliacédo Ajuste 4 4.97E+09 1.24E+09 2.06E+00 1.37E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 15 9.06E+09 6.04E+08
H4 Homocedasticidade p > 0,05 total 20 9.32E+12
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p <0,001 Observacdes
N&o ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacédo dos Residuos (a = 0,05)
N&o ha autocorrelacdo d>du
Teste de Normalidade (o = 0,05)
Segue a Normal Req > Recrit
Responséavel: Data: ___/___/___ Verificado por: Data: ___/___|___
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)



ANEXO B — Tabela da avaliacédo da linearidade da primeiraacdes adicdo padrdo de

acido acetisalicilico usado na avaliagéo do efeitriz

Anexo B — Avaliacdo da linearidade da primeira curva deéad padrdo do acido
acetilsalicilico

P & Ministério da Saude
1 L E FUNDAQAO OSWALDO CRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saudde INCQs
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Anéalise: Primeira curva de adi¢do padrdo do acido acetilsalicilico
Data de Confeccdo da Curva: 15/3/2007 Curva N* 1 Fabricante + SE3
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC Shimadzu 3 Responsavel: José Luiz
Tabela de dados originais
Nivel i Conc. Resposta Avaliacdo de Valores Extremos
(k) mg/mL area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
i g 20407 20 (0 Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 2.10E-01 2.39E+06 i A
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
09 20O AL 20 dados néo serdo considerados na avaliacdo das premissas
2 04 2.40E-01 2.73E+06 )
05 2.40E-01 2.75E+06
06 2.40E-01 } 2.76E+06 Curva Analitica Final
3 07 2.70E-01 | 3.04E+06 5000000
08 2.70E-01 3.06E+06
09 2.70E-01 | 3.07E+06 4000000
4 10 3.00E-01 3.31E+06 < 3000000 4
11 3.00E-01 3.34E+06 S
12 3.00E-01 3.37E+06 2000000 +
5 13 3.30E-01 3.65E+06
14 3.30E-01 | 3.68E+06 1000000 7
15 3.30E-01 3.73E+06 0 T T T T T T T T
6 16 3.60E-01 4.05E+06 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
17 3.60E-01 4.07E+06 Concentragdo (mg/ml)
18 3.60E-01 4.08E+06
7 19 3.90E-01 4.33E+06
20 3.90E-01 4.39E+06 Gréafico de Residuos
21 3.90E-01 4.43E+06 100000
Normalidade dos Residuos 50000 4 g § o
(Teste de Ryan-Joiner) O =—===== == 8* *%*0**9* -° 1
Req | 0.98 | 50000 __________o___g _____ °
Rcrit (0 = 0,05) [ o095 | | 0000
N . 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
Autocorrelagdo dos Residuos <
. Concentragado (mg/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 1.47
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.18 Anélise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.40 Estatisticas da Regressdo
Coeficiente Angular (b):] 1.10E+07 Coeficiente Linear (a): 9.43E+04
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9989 R? 0.9979
(Teste de Brown-Forsythe) N 19 Graus de Liberdade 17
Variancia Combinada 1.08E+09
t, calculado -8.35E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelado (4 = 0,05) 2.11E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 4.15E-01 regressao 1 8.06E+12 8.06E+12 8.00E+03 3.59E-24
residuos 17 1.71E+10 1.01E+09
Resumo da Avaliacédo Ajuste 4 7.15E+09 1.79E+09 2.33E+00 1.11E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 13 9.98E+09 7.68E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 18 8.08E+12
Regressao e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p <0,001 Observacdes
N&do ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
N&o héa autocorrelacéao d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: ___/___/___ Verificado por: Data: ___/___|___
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)



ANEXO C - Tabela da avaliacdo da linearidade da segunda denaalicdo padréo de
acido acetisalicilico usado na avaliagéo do efeitriz

Anexo C— Avaliacdo da linearidade da segunda curva dgiagiadréo do acido
acetilsalicilico

A Ministério da Saude
m FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde |NS:QS
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Andlise: Segunda curva de adicado padrédo do acido acetilsalicilico
Data de Confecgédo da Curva: 15/3/2007 Curva N© 2 Fabricante + SE2
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC Shimadzu 3 Responsavel: José Luiz
Tabela de dados originais
Nivel i Conc. Resposta Avaliacédo de Valores Extremos
(k) mg/mL area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
a (ofl 22 2 LN I Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 2.10E-01 2.49E+06 ; q
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 2.3(0=)l 2003 dados néo serdo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 2.40E-01 2.77E+06
05 2.40E-01 2.79E+06
06 2.40E-01 2.74E+06 P R
z 07 > T0E 01 T 115706 5000000 Curva Analitica Final
08 2.70E-01 3.14E+06
09 2.70E-01 | 3.05E+06 4000000 1
4 10 3.00E-01 3.45E+06 3000000 -
11 3.00E-01 3.47E+06 =
12 3.00E-01 3.42E+06 2000000 -
5 13 3.30E-01 3.77E+06 1000000 |
14 3.30E-01 3.82E+06
15 3.30E-01 3.79E+06 0 T T T T T T T T
6 16 3.60E-01 4.09E+06 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
T ST6.0 =0 SHOLFLL00 Concentragdo (mg/mL)
18 3.60E-01 4.06E+06
7 19 3.90E-01 4.48E+06
20 3.90E-01 4.35E+06 Grafico de Residuos
21 3.90E-01 4.44E+06 100000 ...
Normalidade dos Residuos 50000 4 e o ° g
(Teste de Ryan-Joiner) OF—-———"—=—"=——"——————— == O*%*Q*S*O *******
(o] o
Reg | o098 | 50000 o 8
Recrit (o = 0,05) [ oe5 | | | ..l Ol °
-100000
Autocorrelagdo dos Residuos 0 0.05 0.1 0.15 0.2~ 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
. Concentragdo (mg/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 2.41
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.22 Analise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.42 Estatisticas da Regresséo
Coeficiente Angular (b):] 1.08E+07 Coeficiente Linear (a): 1.97E+05
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9984 R? 0.9967
(Teste de Brown-Forsythe) N 21 Graus de Liberdade 19
Variancia Combinada 1.57E+09
t, calculado -6.81E-01 ANOVA da Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tabelado (@ = 0,05) 2.09E+00 fonte G.L. SQ MQ IF p
p 5.04E-01 regressao 1 8.82E+12 8.82E+12 5.76E+03 4.67E-25
residuos 19 2.91E+10 1.53E+09
Resumo da Avaliacédo Ajuste 4 1.03E+10 2.56E+09 2.04E+00 1.40E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 15 1.88E+10 1.26E+09
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 20 8.85E+12
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p < 0,001 Observagdes
N&o ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacédo dos Residuos (o = 0,05)
N&o ha autocorrelacdo d>duU
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responséavel: Data: ___/___/___ Verificado por: Data: ___/___/___
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)



ANEXO D - Tabela da avaliacdo da linearidade da terceiraacdevadicdo padréo

acido acetisalicilico usado na avaliagéo do efeitriz

Anexo D - Avaliacdo da linearidade da terceira curva dedadpadréo do acido
acetilsalicilico

A Ministério da Saude
m FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde |NS:QS
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Anélise: Terceira curva de adigdo padrédo do acido acetilsalicilico
Data de Confecgédo da Curva: 15/3/2007 Curva N© 3 Fabricante + SE1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC Shimadzu 3 Responsavel: José Luiz
Tabela de dados originais
Nivel i Conc. Resposta Avaliacédo de Valores Extremos
(k) mg/mL area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
a g; ;18581 ;jég:gg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
: = conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 2 M= 2L 0 dados néo serdo considerados na avaliacdo das premissas.
2 04 2.40E-01 2.84E+06
05 2.40E-01 2.79E+06
06 2.40E-01 2.81E+06 P .
z 07 > 7T0E 01 T 145706 5000000 Curva Analitica Final
08 2.70E-01 3.16E+06
09 2.70E-01 3.10E+06 4000000
4 10 3.01E-01 3.48E+06 « 3000000 A
11 3.01E-01 3.51E+06 i
12 3.01E-01 3.45E+06 2000000 +
5 13 3.31E-01 3.86E+06 1000000 1
14 3.31E-01 3.81E+06
15 3.31E-01 3.83E+06 0 - - - - - T T T
6 16 3.61E-01 4.14E+06 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
17 3.61E-01 4.17E+06 <
Concentracdo (mg/mL)
18 3.61E-01 4.11E+06
7 19 3.91E-01 4.51E+06
20 3.91E-01 4.46E+06 Grafico de Residuos
21 3.91E-01 4.53E+06 100000
Normalidade dos Residuos 50000 1 "‘()“‘o"'c;"o' ----- -8
(Teste de Ryan-Joiner) O —————————————== 0787@7078778 7777777
Req | o099 | -50000 1 3 ° ° o..0
Rcrit (a = 0,05) | I N N
-100000
. . 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
Autocorrelagdo dos Residuos &
. Concentracado (mg/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 2.71
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.22 Analise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.42 Estatisticas da Regresséao
Coeficiente Angular (b):] 1.13E+07 Coeficiente Linear (a): 7.68E+04
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9992 R? 0.9983
(Teste de Brown-Forsythe) N 21 Graus de Liberdade 19
Variancia Combinada 9.49E+08
t, calculado -2.46E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelado (@ = 0,05) 2.09E+00 fonte ©JL. SQ MQ [F p
p 8.09E-01 regressao 1 9.82E+12 9.82E+12 1.12E+04 8.51E-28
residuos 19 1.67E+10 8.77E+08
Resumo da Avaliacédo Ajuste 4 5.34E+09 1.34E+09 1.77E+00 1.87E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 15 1.13E+10 7.55E+08
H4 Homocedasticidade p > 0,05 total 20 9.84E+12
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p < 0,001 Observacgdes
Ndo ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
N&o ha autocorrelacdo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Reqg > Rcrit
Responsavel: Data: ___/___/___ Verificado por: Data: ___/___[/___
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)



ANEXO E - Tabela da avaliagdo da linearidade da curva

usado na avaliacédo do efeito matriz

Anexo E — Avaliac¢do da linearidade do &cido salicilico

arwlite acido salicilico

Ministério da Saude

FUNDACAO OSWALDO CRUZ

[

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde

INCas

AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA

Dados da Curva Analitica

Anélise: Acido salicilico - replicatas independente - 1,2 e 3

Data de Confecgdo da Curva: 22/01/07 Curva N° replic. independente
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7

Equipamento: HPLC Shimadzu Responsavel: Jose Luiz

Tabela de dados originais

Nivel X Conc. Resposta Avaliacdo de Valores Extremos
(k) : pg/mL area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
a O ORSSE00 SECOER0A Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 6.29E+00 8.30E+04 A .
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
09 DR 5IE00 SH09EL0A dados néo serdo considerados na avaliacdo das premissas.
2 04 7.24E+00 9.19E+04
05 7.19E+00 9.03E+04
06 7.25E+00 9.35E+04 P I
z o BAA0D || L OOE0E 160000 Curva Analitica Final
08 8.09E+00 1.07E+05 140000 4
09 8.16E+00 | 1.03E+05 120000 4
4 10 9.05E+00 | 1.15E+05 . 100000
11 8.99E+00 | 1.17E+05 ¢ 80000 1
12 9.07E+00 1.16E+05 60000
5 13 9.95E+00 1.27E+05 40000 4
14 9.88E+00 1.28E+05 20000 o
15 9.97E+00 1.23E+05 0 T T T T T T
6 16 1.09E+01 1.38E+05 0 2 4 6 8 10 12 14
17 1.08E+01 1.43E+05 ~
Concentracéo (ug/mL)
18 1.09E+01 1.38E+05
7 19 1.18E+01 1.49E+05
20 1.17E+01 | 1.54E+05 Grafico de Residuos
21 1.18E+01 1.51E+05 3000 T
2000 4 o o o
Normalidade dos Residuos 1000 - o °
(Teste de Ryan-Joiner) [ 8- 707 © o~ O- o "~~~
Req [ o097 1] ;888 1 S ©
Rcrit (a = 0,05) [ o904 1] o I TP PP TP P PP
. . 0 2 4 6 8 10 12 14
Autocorrelacdo dos Residuos <
R Concentracao ( pg/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 2.08
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.13 Anélise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.38 Estatisticas da Regressdo
Coeficiente Angular (b):] 1.27E+04 Coeficiente Linear (a): 1.03E+03
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9988 R? 0.9977
(Teste de Brown-Forsythe) N 17 Graus de Liberdade 15
Variancia Combinada 1.54E+06
t, calculado 1.95E-01 ANOVA da Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
ttabelado (0 = 0,05) 2.13E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 8.48E-01 regressao 1 8.91E+09 8.91E+09 6.38E+03 3.85E-21
residuos 15 2.10E+07 1.40E+06
Resumo da Avaliacéo Ajuste 4 8.25E+06 2.06E+06 1.79E+00 2.02E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 11 1.27E+07 1.15E+06
H& Homocedasticidade p > 0,05 total 16 8.93E+09
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p <0,001 Observacdes
N&o ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
N&o hé autocorrelacédo d>du
Teste de Normalidade (o = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: ___/___, /___ Verificado por: Data: ___/___/___
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)




ANEXO F — Tabela da avaliacdo da linearidade da primeiraacdes adicdo padrdo de

acido salicilico usado na avaliacao do efeito rnatri

Anexo F — Avaliacdo da linearidade da primeira curva deded padrdo do é&cido
salicilico

A Ministério da Saude
m FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde |NS:QS
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Anélise: Primeira curva de adi¢cdo padrdo do acido salicilico
Data de Confecgédo da Curva: 15/3/2007 Curva N© 1 Fabricante + SE3
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC Shimadzu Responsavel: José Luiz
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacédo de Valores Extremos
i microgramarnm . ) o
(k) . area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
a g; 1835:31 iigg:gg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
= = conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 LO0E 01 A= 0 dados nédo serdo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 1.09E+01 1.28E+05
05 1.09E+01 1.29E+05
06 1.09E+01 1.28E+05 P .
z 07 T1sc+01 [ 1405705 200000 Curva Analitica Final
08 1.18E+01 1.40E+05
09 1.18E+01 | 1.37E+05 150000 4
4 10 1.27E+01 1.50E+05 ©
11 1.27E+01 | 1.51E+05 € 100000 4
12 1.27E+01 1.52E+05
5 13 1.36E+01 1.62E+05 50000 -
14 1.36E+01 1.62E+05
15 1.36E+01 1.60E+05 0 T T T T T T T T
6 16 1.45E+01 1.72E+05 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Ly 1.45E+01 1.74E+0S Concentracdo (micrograma/mL)
18 1.45E+01 1.73E+05
7 19 1.54E+01 1.84E+05
20 1.54E+01 | 1.85E+05 Grafico de Residuos
21 1.54E+01 1.82E+05 3000
20004 i
Normalidade dos Residuos 1000 o S © )
(Teste de Ryan-Joiner) 0Of+———-—————— - - — === @9797878 777777
o o
Req [ o099 | | -20004 8 o.©
Rerit (o = 0,05) [ o9s | | %009  TromommmmmEmeeeet
-3000
Autocorrelagdo dos Residuos 0 2 4 6 . 8 10 2 14 16 18
. Concentracdo (micrograma/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 1.58
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.16 Anélise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.39 Estatisticas da Regressédo
Coeficiente Angular (b):] 1.25E+04 Coeficiente Linear (a): -8.51E+03
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9992 R? 0.9985
(Teste de Brown-Forsythe) N 18 Graus de Liberdade 16
Variancia Combinada 7.56E+05
t, calculado 9.45E-02 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelado (@ = 0,05) 2.12E+00 fonte ©JL. SQ MQ [F p
p 9.26E-01 regressao 1 8.34E+09 8.34E+09 1.06E+04 5.41E-24
residuos 16 1.26E+07 7.90E+05
Resumo da Avaliacédo Ajuste 4 4.60E+06 1.15E+06 1.71E+00 2.11E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 12 8.04E+06 6.70E+05
H4 Homocedasticidade p > 0,05 total 17 8.35E+09
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p < 0,001 Observacgdes
Ndo ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
N&o ha autocorrelacdo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Reqg > Rcrit
Responsavel: Data: ___/___/___ Verificado por: Data: ___/___[/___
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)



ANEXO G - Tabela da avaliagdo da linearidade da segunda denaalicdo padréo de
acido salicilico usado na avaliacao do efeito rnatri

Anexo G — Avaliacdo da linearidade da segunda curva dedadpadrédo do acido
salicilico

Ministério da Satde
M FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saudde INCQs
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Analise: Segunda curva de adigdo padrdo do acido salicilico
Data de Confecgdo da Curva: 15/3/2007 Curva N© 2 Fabricante + SE2
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC Shimadzu 3 Responsavel: José Luiz
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacdo de Valores Extremos
(k) ! m'crogfama’m area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
e o8 L= 00, D=0 Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 7.63E+00 9.51E+04 H A
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 LB3IE +00, DAL= 04 dados ndo serdo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 8.52E+00 1.07E+05
05 8.52E+00 1.06E+05
06 8.52E+00 1.06E+05 P :
z o ARG IEEE0S 180000 Curva Analitica Final
08 9.42E+00 1.20E+05 160000 o
09 9.42E+00 1.17E+05 140000 A
4 10 1.03E+01 1.29E+05 © 120000 -
11 1.03E+01 | 1.20E+05 ] [& 1929900 1
12 1.03E+01 1.28E+05 60000 J
5 13 1.12E+01 | 1.39E+05 20000
14 1.12E+01 | 1.40E+05 20000 J
15 1.12E+01 1.38E+05 0 T T T T T T
6 16 1.21E+01 1.51E+05 0 2 4 6 8 10 12 14
L7 A0 LRI= 0 Concentragdo (micrograma/ml)
18 1.21E+01 1.50E+05
7 19 1.30E+01 1.60E+05
20 1.30E+01 1.63E+05 Grafico de Residuos
21 1.30E+01 1.67E+05 2000
Normalidade dos Residuos 1000 4 o o] o (o}
(Teste de Ryan-Joiner) 04+ ———————————— — — — — — — o— Q-
Req [ o098 ] -1000 - o © °
Rcrit (a = 0,05) | e Q-
-2000
. ) 0 2 4 6 8 10 12 14
Autocorrelagdo dos Residuos <
. Concentracao (micrograma/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 2.49
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.13 Analise de Regressao Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.38 Estatisticas da Regressao
Coeficiente Angular (b):] 1.24E+04 Coeficiente Linear (a): 8.48E+02
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9995 R’ 0.9991
(Teste de Brown-Forsythe) N 17 Graus de Liberdade 15
Variancia Combinada 4.15E+05
t, calculado -6.63E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelado (O = 0,05) 2.13E+00 fonte G.L. SQ MQ 5 p
p 5.17E-01 regressao 1 7.15E+09 7.15E+09 1.65E+04 3.13E-24
residuos 15 6.50E+06 4.33E+05
Resumo da Avaliagao Ajuste 4 2.17E+06 5.43E+05 1.38E+00 3.04E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 11 4.33E+06 3.94E+05
H& Homocedasticidade p > 0,05 total 16 7.15E+09
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p < 0,001 Observacdes
N&do ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
Ndo ha autocorrelacdo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Recrit
Responsavel: Data: ___/___/___ Verificado por: Data: ___/___I___
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Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)



ANEXO H — Tabela da avaliagdo da linearidade da terceiraacdevadicdo padréo de

acido salicilico usado na avaliacao do efeito rnatri

Anexo H — Avaliacdo da linearidade da terceira curva degdadpadrdo do &cido
salicilico

A Ministério da Satude
m FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde |NS:QS
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Anélise: Terceira curva de adigdo padrao do &acido salicilico
Data de Confecgédo da Curva: 15/3/2007 Curva N© 3 Fabricante + SE1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC Shimadzu 3 Responsavel: José Luiz
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacédo de Valores Extremos
i microgramarnm . ) o
(k) . area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
a g; ;g;g:gg iégg:gg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
= = conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 MESZES00 AOAE 03 dados nédo serdo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 8.42E+00 1.23E+05
05 8.42E+00 1.22E+05
06 8.42E+00 1.24E+05 P .
z 07 5 33E+00 | L36E705 200000 Curva Analitica Final
08 9.33E+00 1.33E+05
09 9.33E+00 | 1.33E+05 150000 4
4 10 1.02E+01 1.45E+05 ©
11 1.02E+01 | 1.47E+05 ¢ 100000 |
12 1.02E+01 1.43E+05
5 13 1.11E+01 1.59E+05 50000 -
14 1.11E+01 1.61E+05
15 1.11E+01 1.60E+05 0 T T T T T T
6 16 1.20E+01 1.73E+05 0 2 4 6 8 10 12 14
17 1.20E+01 1.72E+05 c <
oncentracdo (micrograma/mL)
18 1.20E+01 1.72E+05
7 19 1.29E+01 1.84E+05
20 1.29E+01 | 1.85E+05 Grafico de Residuos
21 1.29E+01 1.82E+05 6000
Normalidade dos Residuos 28887 ”-6-"0 -------------
(Teste de Ryan-Joiner) oyFr—-——""="="=—"=—"—"—"—"—=———-—-- gfpffffgfgfﬁfgff
Req [ o006 ] | -2000 - © o o
Rerit (o = 0,05) 095 | | 4900 O-------- O
-6000
Autocorrelagdo dos Residuos 0 2 4 _6 8 10 12 4
. Concentracdo (micrograma/mL)
(Teste de Durbin-W atson)
d (calculado) 1.90
dL (Limite Inferior) a = 0,05 1.20 Anélise de Regresséo Linear (Modelo: Y = a + bX)
dU (Limite Superior) a = 0,05 1.41 Estatisticas da Regressédo
Coeficiente Angular (b):] 1.38E+04 Coeficiente Linear (a): 5.09E+03
Homogeneidade da Variancia dos Residuos r 0.9972 R? 0.9944
(Teste de Brown-Forsythe) N 20 Graus de Liberdade 18
Variancia Combinada 4.12E+06
t, calculado 1.13E+00 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelado (@ = 0,05) 2.10E+00 fonte ©JL. SQ MQ [F p
p 2.75E-01 regressao 1 1.17E+10 1.17E+10 3.18E+03 1.05E-21
residuos 18 6.59E+07 3.66E+06
Resumo da Avaliacédo Ajuste 4 2.48E+07 6.19E+06 2.11E+00 1.34E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 14 4.11E+07 2.94E+06
H4 Homocedasticidade p > 0,05 total 19 1.17E+10
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p < 0,001 Observacgdes
Ndo ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (a = 0,05)
N&o ha autocorrelacdo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Reqg > Rcrit
Responsavel: Data: ___/___/___ Verificado por: Data: ___/ __/___
AVALIAGAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1 |

Fonte da planilha: (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)



ANEXO | — Cromatogramas das oito combina¢cfes ensaiadas unsadaaliagdo da
robustez do método.

1500 1: 230 nm, 8 nm
SQR Acido acetilsalicilico e salicilico - Combinacé&o 1
AAS + AS - Combinacao 1-Rep2

Retention Time 3.435 7513755 2517.72 3.79 1.41 2.82 Acido sa licilico

Area
10007 Theoretical plates 2.389 509§%789 1185.84 0.00 1.35 1.65 Acido ac etilsalicilico [ 1000
Resolution
Asymmetry (10%)
Capacity factor
500" Name - s00
o

Fo

1500

mAU
mAU

T v T T
o 6 k4 8 ° 10
Minutes

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilico3&min, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (3,44 min, 0,511 mg/mL)Condi¢cdes da combinacgéo :1coluna Waters C18
(4pm, 150 x 3,9 mm d.i.), fase mével mistura dep@ftes de solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes de acetomifrfluxo 1,0 mL/min, detec¢cdo 230 nm,
temperatura 30 C, volume 5 pL, um dia de prepaximcdo em cinco minutos

1500

1500
1: 230 nm, 8 nm

—— SQR Acido acetilsalicilico e salicilico - Combinagéao 2

SQR AAS e AS- Combinacéao 2-Rep3 a\\c\\\co
Retention Time ia 2 31 P‘C‘dg,osalce“\s Acido S
1000 | Area S 1935 235 O 007%‘_0 250 1000
Theoretical plates > .976 569793 S7 8499
Resolution

Asymmetry (1020
Capacity factor
500+ Name 500
o

Fo

alcilico

mAU
mAU

T T T T T T T
o 1 7 8 ° 10
Minutes

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilico9& min, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (4,60 min, 0,511 mg/mLYondi¢cdes da combinacéo :2coluna Merck C18
(5um, 125 x 4 mm d.i ), fase movel mistura de 7@gsade solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,3) e 30 partes de acetomifrfluxo 1,0 mL/min, detec¢cdo 230 nm,
temperatura 25 C, volume 5 L, dois dias de prepaxtracdo em dez minutos

1000

1000
1: 230 nm, 8 nm
—— SQR Acido acetilsalicilico e salicilico - Combinacéo 3
SQR AAS e AS - Combinagéo 3-Rep2
Retention Time 3.680 4788771 26752
Area
Theoretical plates
Resolution

6.96 1.31 5.34 Acido salicilico
ac e il

2 Asymmetry (10%6) [s0° =2
= Capacity factor £
Name
o L Lo
v v T v T T T v T v T v T v T v T
o 1 2 3 a s 6 7 8 ° 10

Minutes

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilico8&min, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (5,71 min, 0,511 mg/mLYondi¢cdes da combinacdo 3coluna Waters C18
(4pm, 150 x 3,9 mm d.i.), fase mével mistura dep8ftes de solugcdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,3) e 20 partes de acetomifrfluxo 1,2 mL/min, detec¢cdo 230 nm,
temperatura 30 C, volume 5 L, dois dias de prepaxtracdo em dez minutos




750+

500

mAU

250+

1: 230 nm, 8 nm

—— SQR Acido acetilsalicilico e salicilico - Combinag&o 4
SQR AAS e AS - Combinagéo 4-Rep2

Retention Time
Area

Theoretical plates
Resolution
Asymmetry (1020
Capacity factor
Name

4885 4765778 4062.1

o

7 0.00 1.11 4.43 Acido acetilsal
8.021 7159330 5146.06 8.32 1.4

icilico

3 7.91 Acido sali

- 750

ifcilico
500

- 250

o

T
2

T
a

T
6

Minutes

T
8

T
10

T
12

v
14

>
=
£

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilicod8®min, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (8,02 min, 0,511 mg/mL)Condic6es da combinacdo 4coluna Merck C18
(5um, 125 x 4 mm d.i ), fase moével mistura de 8figgade solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,3) e 20 partes de acetomifrfluxo 1,2 mL/min, detec¢do 230 nm,
temperatura 25 C, volume 5 pL, um dia de prepaxt@cdo em cinco minutos

1: 230 nm, 8 nm
—— SQR Acido acetilsalicilico e salicilico - Combinagéo 5
SQR AAS e AS - Combinagéao 5-Rep2
10007 Retention Time [- 1000
Area 3.456_ 7035680 2206.21 3.69 1.55 2.84 Acido sa licilico
Theoretical plates 2.400 4563056 1195.60 0.00 1.24 1.67 Acido ac etilsalicilico
Resolution
?E( Asymmetry (10%6) ?é
500 Capacity factor - 500
Name
o T L T L o
T T T T T T T T T v T T T v T T T T T
o 1 2 3 a 5 6 7 8 ° 10
Minutes

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilico4@®min, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (3,47 min, 0,511 mg/mL)Condic6es da combinacdo 5coluna Merck C18
(5um, 125 x 4 mm d.i ), fase moével mistura de 7@gsade solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,6) e 30 partes de acetomifrfluxo 1,2 mL/min, detec¢do 230 nm,
temperatura 30 C, volume 5 pL, um dia de prepaxtmcdo em dez minutos

1: 230 nm, 8 nm

SQR Acido acetilsalicilico e salicili co - Combinagao 6

SQR AAS e AS - Combinacgédo 6-Re

Retention Time 2.869 6837529 1774.02 2.94 1.41 2.19 Acido sa licilico

1500 1500

1000

mAU

500

o

Area
Theoretical plates 2.059

Resolution
Asymmetry (102%26)
Capacity factor
Name

1000

- 500

Fo

o

4{473 868.74 0.00 1.27 1.29 Acido ace tilsalicilico

T
6

v
7

T
8

T
°

10

mAU

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilicoO2min, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (2,87 min, 0,511 mg/mL)Condi¢cdes da combinacgéo :6coluna Waters C18
(4pm, 150 x 3,9 mm d.i.), fase mével mistura depd@ftes de solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,6) e 30 partes de acetomifrfluxo 1,2 mL/min, detec¢cdo 230 nm,
temperatura 25 C, volume 5 pL, dois dias de prepaxtracdo em cinco minutos



1: 230 nm, 8 nm
SQR Acido acetilsalicilico e salicilico - Combinagéo 7 Gico
750 SQR AAS e AS - Combinacgéo 7-Rep4 etrlsancitt . [saPcineo
Retention Time 00 122 545 Ac\dof_[s 155 85Y Acido S
Area 3.83 O N 6.09 ©
A 393 A 507
Theoretical plates 5 803 567697 o 555 876121
s007 Resolution 500
2 Asymmetry (1096 2
£ i =
Capacity factor
Name
250+ 250
° | : 1 Lo
T T v v T v v
o 2 a s 8 10 12 14
Minutes

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilico8@dmin, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (8,56 min, 0,511 mg/mLYondi¢cdes da combinacéo :7coluna Merck C18
(5um, 125 x 4 mm d.i ), fase movel mistura de 8figgade solucdo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,6) e 20 partes de acetomifrfluxo 1,0 mL/min, detec¢cdo 230 nm,
temperatura 30 C, volume 5 uL, dois dias de prepaxtracdo em cinco minutos

1000 1000
1: 230 nm, 8 nm
—— SQR Acido acetilsalicilico e salicilico - Combinacéao 8
SQR AAS e AS - Combinacao 8-Rep2 6.944 8544795 7519.16 7.20 1.38 6.72 Acido sa licilico
Retention Time

Area 4.757 5700933 4398.91 0.00 1.18 4.29 Acido ac etilsalicilico

Theoretical plates
Resolution
Asymmetry (10%)
Capacity factor
Name

o T " L o

T T T T T T T T y T
o 2 a 6 8 10 12 14
Minutes

Picos cromatograficos do &cido acetilsalicilico7{4min, 0,505 mg/mL) e do &cido
salicilico (6,94 min, 0,511 mg/mLYondicdes da combinacao :8coluna Waters C18
(4um, 150 x 3,9 mm d.i.), fase mével mistura dep8ftes de solugcédo 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,6) e 20 partes de acetomifrfluxo 1,0 mL/min, detec¢do 230 nm,
temperatura 25 C, volume 5 pL, um dia de prepaxtmcdo em dez minutos




