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RESUMO

No presente estudo foi analisada matéria-prima de acido ascoérbico para
caracterizagdo de padrao secundario sendo assim diminuir os custos com as
analises de doseamento, uma vez que o padrao referéncia possui um custo elevado.
As boas praticas de fabricacdo de medicamentos da ANVISA estabelecem que os
farmacos devam passar por analises que determinam a pureza e impureza dos
principios ativos determinados em bula dentre outras analises que asseguram a
qualidade. Os padrbes utilizados para essa determinacdo deverao ser padroes
oficiais, sempre que existirem. A norma ndo esclarece a definicdo do termo
padrdes oficial, mas deixa a entender que sado os padrdes adquiridos de uma
farmacopeia. Padrao de referéncia primario € uma substancia que apresenta um
elevado grau de pureza e autenticidade que foram demostrados por meio de testes
analiticos. Padrao de referéncia secundario € uma substancia de qualidade e de
pureza estabelecidas, apds comparagdo com o padrao de referéncia primario. Foram
repedidas trés analises com pesos aproximadamente iguais e aplicado o feste T,
para certificar que amostra de matéria prima analisada como padrdo secundario era
tao eficaz quando comparada com o padrao primario. O resultado foi 99,47%, sendo

assim podendo ser substituido em futuras analises na presente empresa.

Palavras-chave: Padréo secundario. Acido ascérbico. Cromatografia Liquida.
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1 INTRODUGAO

Varios procedimentos analiticos para produtos farmacéuticos dependem
do uso de materiais de referéncia quimica (SQR), para caracterizar ou quantificar
suas caracteristicas, que € base para o controle de qualidade farmacéutica
(BROWNE, 2009).

Padrdes de referéncia podem ser certificados como padrdes primarios ou
como padrdes secundarios. O conteudo de um padrao primario € determinado por
intermédio de uma extensa série de analises fisico-quimicas e completa
caracterizagdo do candidato. Por sua vez, o conteudo dos padrdoes secundarios &
determinado por cromatografia ou espectroscopia em comparagdo a um padrao de
referéncia primario (MATHKAR et al., 2009).

O objetivo de estabelecer o padrdo secundario é usa-lo em analise de
rotina para determinar a identidade, pureza, especialmente os ingredientes ativos em
preparagdes farmacéuticas (WHO, 1999). Desta forma, é fundamental que o padrao
secundario apresente as mesmas propriedades do padrdo primario, permitindo
assim o seu uso como material de referéncia (COUNCIL OF EUROPE, 2008).

Segundo a RDC 166, 24 de julho de 2017 (ANVISA, 2017), na decisao
sobre boas praticas de fabricagdo, os procedimentos analiticos e de qualificacédo
utilizados para caracterizar os padrdes referéncia devem ser mais amplos do que os

procedimentos de controle de medicamentos.
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1.1 PROBLEMA

O intuido desse trabalho é realizar analises onde comprove que a pureza
do padrdo secundario que por sua vez é extraido da matéria prima de acido
ascoérbico é equivalente ao padrao primario, tendo assim um baixo custo nas
analises, ja que a empresa possui uma quantidade significativa de matéria-prima
desse principio ativo.

Assim podemos evidenciar a grande importancia na seguinte questdo: E
possivel realizar analises do teor de acido ascérbico utilizando padrao
secundario tendo a mesma pureza do padrao primario, em uma industria

farmacéutica no sul de Santa Catarina?

1.2 HIPOTESE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um dos métodos mais
apropriados para esse tipo de identificagdo no qual faz uma comparagao entre o
padrao e a substancia, apresentado assim resultados confiavel e comprobatério. Por
trata-se de um método instrumental, torna-se menos suscetivel a erros grosseiros

quando comparamos com analises de bancada.
1.3 JUSTIFICATIVA

O processo produtivo de uma industria farmacéutica requer um
planejamento eficiente para atender todas as normas estabelecidas pela ANVISA,
orgao que fiscaliza todo o processo produtivo da industria farmacéutica. A ANVISA
exige um processo rigoroso de controle de qualidade, em que através das analises
de indicadores, possam garantir a eficacia dos farmacos produzidos pela unidade
fabril.

Entre uma grande variedade de medicamentos produzidos na presente
empresa, tem se, como principal produto, comprimido efervescente do principio ativo
de acido ascorbico.

Esses comprimidos apos o processo de fabricagdo passam por uma

analise para certificar o teor de acido ascorbico presente neste farmaco. Essa
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analise é realizada no HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia), € realizada
sobre a comparagao entre uma preparagao amostra do proprio comprimido com o
padrao primario, comparando-se a pureza do farmaco.

O principal problema é o custo do padrao primario que é muito elevado e
sao realizadas inumeras analises do teor diariamente para atender a demanda de

producao da presente industria farmacéuticas.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Caracterizar um padrao secundario para analise de doseamento do acido

ascorbico em uma industria farmacéutica localizada no sul de Santa Catarina.

1.4.2 Objetivos especificos

e Analisar o padrao secundario conforme metodologia farmacopeia.

e Realizar o doseamento do padrao secundario por cromatografia liquida de
alta eficiéncia.

e Determinar a pureza do padrao secundario por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 INDUSTRIA FARMACEUTICA

A industria farmacéutica tem a responsabilidade de produzir
medicamentos que em sua composi¢ao existem substancias que atuam como
principio ativo. Segundo o guia Interfarma 2018, o Brasil ocupa o 6° lugar nos
mercados farmacéuticos do mundo, onde traz projecado para que em 2022 ocupe 0

5° lugar.

2.2 CONTROLE DE QUALIDADE

O controle de qualidade de uma empresa farmacéutica realiza analises
lote a lote dos materiais, como matéria prima e produto acabado, baseados em
parametros e certificacbes proprias. Essas andlises podem apresentar alguma
validacdo ou algum estudo de estabilidade prévio para assegurar que essas

matérias-primas tém a seguranca e a eficacia desejada. (INTERFARMA, 2020)

2.3 MATERIA-PRIMA

As matérias primas de uso farmacéutico sdo substancias quimicas que
tém como fungdo a producido de medicamentos. Portanto, a aquisicado de insumos
quimicos € uma das primeiras e mais importantes etapas na cadeia de producao de
medicamentos em geral.

Os fornecedores de matéria-prima para industria farmacéutica devem ser
cautelosos quanto a origem dos produtos oferecidos, a fim de garantir a qualidade e
a seguranga dos produtos de uso farmacéutico fabricados por seus fornecedores
(METALLCHEMIE, 2018).

2.4 CROMATORAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Na verificacdo de métodos cromatograficos, os parametros analiticos
usualmente determinados sao: seletividade, preciséo linear, exatidao, limite de

deteccao e limite de quantificacdo da robustez da faixa linear. Esses termos sao
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chamados de desempenho analitico, parametro de caracteristicas de desempenho,

as vezes também chamados de fatores de qualidade analitica (RIBANI, 2004).

2.5 PADRAO PRIMARIO

Os padrées de referéncias farmacéuticos primarios sdo substancias
designadas que s&o amplamente reconhecidas por terem as qualidades apropriadas
dentro de um contexto especifico. Seu valor € aceito desde que a substancia esteja
sendo armazenada e utilizada de acordo com as instrugdes no rétulo.

Embora os padrées de referéncias sejam primeiro avaliados quanto a
pureza, se a pureza nao for aceitavel, ele é posteriormente purificado até que um
nivel aceitavel seja obtido. Uma vez que a pureza cromatografica é aceitavel, a
substancia é ainda caracterizada por MS, FTIR, C-NMR, H-NMR e analise elementar
(BRASIL, 2010).

2.6 PADRAO SECUNDARIO

Usa-se uma solugao de padrao secundario com concentracdo aproximada
desejada para titular uma massa conhecida de um padrdo primario. Padroes
secundarios sdo muito utilizados por ter um custo mais baixo e disponibilidade no
mercado (BRASIL, 2010).

Sera admitido o uso de substancias quimicas de referéncia caracterizada
(SQC), mediante a apresentacao de relatério de caracterizagdo conclusivo para o
lote em estudo, incluindo as razdes técnicas para a escolha dos ensaios utilizados e
os dados brutos pertinentes (ANVISA, 2017).

O relatério de caracterizacao depende da amostra, onde deve conter os
dados obtidos a partir de técnicas aplicaveis a caracterizagdo de cada substancia
quimica como, por exemplo, em métodos cromatograficos, entre outros (ANVISA,
2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para caracterizar o padrdo secundario, sendo aplicada uma pesquisa
quantitativa como método, foi necessario utilizar alguns procedimentos para uma
boa eficacia do padrao em meio as analises de doseamento. A caracterizagao se
deu através da escolha de matéria prima de acido ascorbico, um controle de
analises, determinacao do teor por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo a
técnica definida para essa analise e determinagao dos resultados obtidos.

A seguir foram realizadas as seguintes etapas para caracterizar a matéria

prima em padrao secundario.

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE PADRAO SECUNDARIO
CONFORME METODOLOGIA FARMACOPEICA

Para caracterizagcao do padrao secundario de acido ascérbico foi utilizada
a farmacopeia americana, cujos testes estao elencados abaixo.
Descrigao
Solubilidade
Identificacao
Poder rotatério

Residuo por incineragao

3.1.1 Descricéo

Na descricao foi verificada a caracteristica fisica do material, descrito

como um cristal ou pé branco, com coloragao ligeiramente amarela.

3.1.2 Solubilidade

Foi verificada a solubilidade em agua purificada, alcool etilico, éter etilico,
cloroférmio e benzeno. O material deve ser muito soluvel em agua, moderadamente

soluvel em alcool etilico, insoluvel em cloroférmio, éter etilico e benzeno.
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3.1.3 lIdentificacéo

Foi realizada identificagdo por espectrdmetro de infravermelho e

identificacado colorimétrica por reacéo de redugao do tartarato cuprico.

3.1.4 Poder rotatoério

O poder rotatério especifico foi determinado com o auxilio de um
polarimetro, realizada leitura em 589 nm e determinado em graus, sendo um valor

aceito entre + 20,50° a + 21,50°.

3.1.5 Residuo por Incineragao.

O residuo por incineragao foi determinado pela técnica termogravimétrica,

em mufla a 600 = 50 °C. O valor de aceitagao para o material é < 0,10%.

3.2 DOSEAMENTO DE ACIDO ASCORBICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA

Analise escolhida para caracterizar a matéria prima de acido ascorbico em
padrao secundario foi a determinagao do teor cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando um UPLC Acquity, H Class, com detector UV-vis. O sistema

cromatografico esta descrito abaixo:

Detector: UV,

Comprimento da onda: 240nm,;

Coluna: C18 (50x 2,10mm, particula de 1,70 um);
Filtro pré-coluna para hplc: 0,20 um,;

Fluxo: 0,20ml/min;

Temperatura da coluna: 30°c

Tempo de corrida: 2 minutos por amostra;

Volume de inje¢do: 0,5 uL
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Fase moével: Fosfato de sddio tribasico dodecahidratado 7,6024%, pH
ajustado para 2,5 com acido o-fosférico 85%.

As amostras foram preparadas na concentragao teérica de 0,07 mg/mL,
na fase movel e filtradas através de filtro de PVDF de 0,22 ym para um vial e sonicar
por 10 minutos antes do uso. Foram pesadas em triplicata e injetadas seis réplicas
de cada amostra.

O padrao de referéncia utilizado foi Acido Ascérbico SQR certificado pela
farmacopeia americana (USP).

O resultado foi expresso em percentual (%).

3.3 ANALISE ESTATISTICA DE DADOS

Para doseamento do acido ascorbico e determinacao da pureza, foi
verificado a média, desvio padrao e coeficiente de variagcdo percentual entre as
réplicas injetadas. Foi verificada a diferenca estatistica entre as médias das
amostras, em comparagao com o padrao de referéncia utilizando test-T de Student,

com nivel de significancia de 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Os dados de caracterizacao fisico-quimica estdo descritos no quadro 1.

QUADRO 1 - Caracterizagdo fisico-quimica conforme metodologia
farmacopeia.

Analise Especificagao Resultado

Descricao. Cristais ou p6 branco ou Conforme
ligeiramente amarelo. farmacopeia

Americana.

Solubilidade. Muito soluvel em agua, Conforme
moderadamente soluvel em alcool, farmacopeia

insoluvel em cloroféormio, em éter e Americana.

em benzeno.

Identificacéo O espectro de absorcéo da Conforme
Infravermelha. preparagao amostra apresenta farmacopeia
maximos de absor¢ao nos mesmos Americana.

comprimentos de onda quando
comparado com o espectro da
preparagao padrao.

Identificacao Alteracao de coloragao devido a Conforme
colorimétrica. reducao lenta do tartarato cuprico. farmacopeia
Americana.

Poder rotatorio + 20,50° a + 21,50°. Conforme
especifico. farmacopeia
Americana.

Residuo por <0,10%. Conforme
incineragao. farmacopeia
Americana.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A caracterizacao fisico-quimica, conforme metodologia da farmacopeia
apresentou resultados dentro dos parametros definidos, mostrando que o material
caracterizado tem qualidade suficiente para iniciar os testes de determinagao de teor

e pureza por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.2 DOSEAMENTO DE ACIDO ASCORBICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia utiliza-se o tempo de retengao

da amostra, em comparacdo com o padrao de referéncia como analise de
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identificacdo. Foi utilizado esse valor como um complemento da caracterizacao

fisico-quimica farmacopeia.

O tempo de retengao do padrao de referéncia foi 0,787 minutos e o tempo

de retengdo da amostra foi de 0,785 minutos, conforme apresentado na figura 1.

Esse valor caracteriza a amostra como sendo realmente acido ascorbico.

Figura 1 — Representagao grafica do cromatograma de acido ascorbico padrao de

referéncia e amostra de acido ascoérbico.
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A tabela 1 apresenta a média, desvio padrao e coeficiente de variagao

percentual das réplicas injetadas de padrao de referéncia.

TABELA 1 — Dados referentes a analise padrao de referéncia.

Acido Ascérbico SQR

Réplica Area %
Rep1 509141 99,87
Rep2 514081 99,75
Rep3 513840 99,61
Rep4 518099 99,45
Rep5 516926 99,13
Rep6 520668 99,65
Média 515503,5 99,63

DP 4017,3 0,3

CV(%) 0,78 0,26
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A eficiéncia e estabilidade de um método analitico sdo determinadas pelo
coeficiente de variagcao percentual (CV %) entre as réplicas injetadas. CV % abaixo
de 2 % mostram que o método tem uma boa repetibilidade, indicando estabilidade
do sistema cromatografico. Isso € determinado antes de cada analise para excluir
possiveis erros analiticos relacionados ao equipamento.

A tabela 2 apresenta os dados de doseamento (%) do acido ascorbico
matéria-prima, em comparagdo com o padrao analitico de referéncia. Foram
pesadas trés amostras e injetadas seis réplicas cada uma. Isso foi realizado para
minimizar possiveis erros analiticos relacionados ao analista ou calibragao

estabilidade de balanga de pesagem, etc.

TABELA 2 — Doseamento de acido ascorbico matéria-prima em comparagao com o
padrao analitico de referéncia

] Acido Ascérbico - Amostra Acido Ascérbico -
Acido Ascorbico - Amostra 1 2 Amostra 3
Area p % Area p % Area p %

Rep1 | 515410 | 0,171 | 99,78 | 519285 | 0,078 99,34 505360 | 0,170 | 99,02
Rep2 | 514917 | 0,171 | 99,69 | 520142 | 0,078 99,51 509667 | 0,170 | 99,87
Rep3 | 514769 | 0,171 | 99,66 | 519508 | 0,078 99,39 508087 | 0,170 | 99,56
Rep4 | 513184 | 0,171 | 99,35 | 517517 | 0,078 99,00 508844 | 0,170 | 99,71
Rep5 | 510019 | 0,171 | 98,74 | 520281 | 0,078 99,53 507880 | 0,170 | 99,52
Rep6 | 511612 | 0,171 | 99,05 | 519346 | 0,078 99,35 507837 | 0,170 | 99,51

Media | 513976,5 99,50 | 519427 99,37 |507983,5 99,54
DP |2137,777 0,414 | 988,235 0,189 |1448,569 0,284
CV(%)| 0,416 0,416 | 0,190 0,190 0,285 0,285

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Foi determinado o teor de acido ascorbico na matéria-prima, bem como
teste T de student para verificar a diferenca entre as médias, em relagao ao padrao
de referéncia. Conforme dados da tabela 2, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa em relagéo ao padrao de referéncia para todas as amostras preparadas.

O doseamento foi determinado pela média das trés amostras preparadas.
O teor de acido ascorbico foi de 99,47 %.
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5 CONCLUSAO

Para a caracterizacdo do padrao secundario para analise de doseamento
do acido ascorbico, certificou a amostra de matéria prima analisada como padréao
secundario, demonstrando que, a partir da metodologia aplicada, a mesma foi tao
eficaz quanto ao padrao primario.

O resultado dessa caracterizagdo, segundo a farmacopeia americana,
mostrou que o teor ficou em 99,47%, indicando que o padrdo secundario pode ser

adotado em futuras analises na presente empresa.
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APENDICE A - PESO DO PADRAO
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Fonte: Autor, 2021.
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Fonte: Auior, 2021.
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APENDICE C - VIAL NO HPLC PARA ANALISE DE TEOR

Fonte: Autor, 2021. o
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Fonte: Autor, 2021.



