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“E necessario sempre acreditar que o sonho é possivel
Que o céu é o limite e vocé,[...], é imbativel

Que o tempo ruim vai passar, € s6 uma fase

E o sofrimento alimenta mais a sua coragem

[...]

A Unica verdade universal que mantém a fé
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RESUMO

A sacarina € um edulcorante com uso bem difundido oriundo da orto-
toluenosulfonamida (OTSA), e a presenca do seu percursor, no produto comercial, €
um parametro determinante na qualidade deste adocante. Visando estabelecer um
eficiente controle de qualidade industrial das empresas produtoras de sacarina,
nesse trabalho, foi proposta metodologia analitica para a determinacdo de orto-
toluenosulfonamida, por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
ultratravioleta. O trabalho foi desenvolvido na Fundacgéao de Ciéncia e Tecnologia do
Estado do Rio Grande do Sul (CIENTEC), durante o estagio de formacao
académica.

A fim de determinar a viabilidade de utilizacdo de um método de controle,
inicialmente é necessario estabelecer os parametros de validacdo do mesmo.
Entende-se por validacdo o estudo de linearidade da regido que contempla a curva
analitica, juntamente com a demonstracdo do grafico de residuos; a determinacdo
do limite de quantificacdo (LQ) e do limite de deteccéo (LD); estudos de seletividade
e parametros como linearidade, tendéncia e precisdo. Ensaios de repetitividade e
reprodutibilidade foram realizados e contaram com auxilio de outros analistas e a
robustez do método evidenciando a influéncia das variagcbes de parametros
analiticos nos resultados finais. Todos os dados obtidos foram estatisticamente
avaliados.

Os resultados foram interpretados usando planilha eletrénica desenvolvida
exclusivamente para validacbes de metodologias cromatograficas. Com os devidos
parametros analisados a confiabilidade da metodologia € assegurada para a
implementacédo desse ensaio para com o fim de estabelecer o controle de qualidade
de uma empresa produtora de sacarina.

Fatores financeiros foram analisados e o uso rotineiro dessa metodologia gera
um custo de R$ 105,60 por turno trabalhado. A implementacdo de um laboratério ira
necessitar um investimento de R$ 228.677,00 viabilizando a instalagdo do ensaio na
sistematica de controle qualidade do produto.

Palavras-chave: sacarina, edulcorante, orto-toluenosulfonamida, Validacdo de
método, cromatografia liquida.
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1. Revisao bibliografica

1.1.Métodos cromatograficos de analise

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migragdo diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre, geralmente, devido a diferentes interacfes, entre duas fases imisciveis, a
fase mével e a fase estacionaria. A grande variedade de combinacfes entre fases
moveis e estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande
aplicacao (DEGANI, 1998)

Por definicdo, dois tipos de fases estacionarias existem nas técnicas
cromatograficas. Uma denominada “planar” que utiliza uma superficie plana
suportada com alguma espécie quimica para realizar a separagéo e “em coluna”
onde tubos cilindricos empacotados ou ndo com alguma espécie quimica habilitada
para realizar a separacdo cromatografica.

As fases méveis utilizadas em cromatografia definem as caracteristicas e as
estratégias a serem usadas para quantificar uma gama de analitos. Utilizam-se fases
moveis liquidas ou gasosas distinguindo instrumentalmente as técnicas de
cromatografia a liquido (HPLC) e a cromatografia a gas (GC) (SKOOG et al., 2006,
p. 924).

O uso de detectores de propriedades quimicas € de extrema importancia para
transformar informacdes fisicas em sinais elétricos e assim proporcionar a habilidade
de identificar e quantificar estas espécies. Para a cromatografia a liquido os
principais detectores sao de absorcdo na regido de ultravioleta-visivel, de
fluorescéncia, evaporativo de espalhamento de luz, de indice de refracdo, etc
(COLLINS et al., 1993).

A Figura 1 mostra um esquema relacionando as etapas de processamento de
uma analise de cromatografia a liquido, evidenciando a fase movel usada, a bomba
gue faz o fluxo ser constante, o injetor onde as amostras séo inseridas no sistema, a
coluna cromatografica onde é realizada a separacdo e o detector que identifica as
informacdes. Um sistema de processamento de dados € usado e os rejeitos tratados
da maneira ambientalmente mais correta.
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Figura 1 - Esquema de um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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1.2. Validac&o de metodologias analiticas

A necessidade de evidenciar a eficiéncia de medigcbes em ensaios analiticos € de
fundamental importancia e esta cada vez mais sendo exigido para o reconhecimento
da eficacia do ensaio. Caracteristicas de comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade sdo requisitos indispensaveis para o credenciamento e a garantia de
confiabilidade dos ensaios. (ISO/EC 17025, 1999).

“A validacdo de um método € um processo continuo que comeca no planejamento
da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
transferéncia.” (RIBANI et al., 2004)

Diversas estratégias podem ser utilizadas em uma validacdo metodoldgica, onde
pequenas alteracbes dos parametros validados se diferem.

A Tabela 1 mostra os parametros de validacdo sugeridos pelo INMETRO no
documento orientativo INMETRO DOQ-CGCRE-008 (2011).
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Tabela 1- Parametros de validacao sugeridos pelo Inmetro

INMETRO

Especificidade/Seletividade
Faixa de trabalho e Faixa linear de trabalho
Linearidade
Curva de Calibragdo
Limite de Deteccéo (LD)
Limite de Quantificacdo (LQ)
Sensibilidade (inclinagdo da curva) -
Exatid&o e tendéncia (bias)
Precisdo
Repetitividade
Precisdo Intermedidria
Reprodutibilidade
Robustez

Incerteza de medicédo

1.3.0rto- toluenosulfonamida (OTSA)

O OTSA é um composto organico de massa molar 171,72 g mol™* e forma linear
CH3CeH4SO2NH;, sua estrutura € mostrada na Figura 2.

Figura 2 - Orto- toluenosulfonamida

o\\s//o
~N

NH,

CHj

Importante percursor na sintese do edulcorante Sacarina (primeiro adogante
artificial conhecido desde 1879), de acordo com Lima et al. (2010), a sintese se
baseia na oxidacao e na posterior desidratacéo, de acordo com Ager et al. (1998) do
composto, como se pode observar na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema representando a sintese de orto-toluenosulfonamida, de acordo

com Ager et al. 1998
CHs CH, COOH 6]
1. CISOzH SO,NH, oxidacado SO4NH,
e —_— — . | /NH
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2. NHj <o
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Estudos atribuem & sacarina caracteristicas carcinogénicas, seguindo
Krowech et al. (2003) e Hooson et al. (1980) e seu uso diverge opinides em paises
desenvolvidos. Recentemente 6Orgaos regulamentadores dos Estados Unidos da
América, baseados no Departamento de Servicos Humanos e da Saude do
Programa Nacional de Toxicologia, retiraram a sacarina da lista de produtos com
pronunciado potencial danoso a saude humana, seguindo “California Office of
Environmental Health Hazard Assessment” (OEHHA) e DEMERS (1981)

Devido a falta de esclarecimento do uso seguro de sacarina, mais estudos
estdo sendo realizados, inclusive com seus percursores seguindo OEHHA. Existe
apenas uma recomendacdo da Farmacopeia Europeia (2011 p.2877) sobre niveis
aceitaveis de OTSA em sacarina, sendo esse 10 mg L™, a Farmacopeia Europeia
também sugere uma metodologia utilizando cromatografia gasosa, porém essa
metodologia requer uma infraestrutura mais elaborada devido a sistema de gases
utilizados no cromatégrafo, o que torna inviavel essa implementacdo em uma
empresa. Estudos toxicolégicos de OTSA também séo limitados, algo preocupante
em questao de saude publica.



15

2. Objetivo

2.1 Objetivo Geral

Propor sistematica confiavel para o controle de qualidade do edulcorante
sacarina produzido comercialmente.

2.2 Objetivo Especifico

e Estabelecer metodologia confiavel para instalacées de controle
de qualidade;

e Validar metodologia analitica para determinacéo e quantificacdo
de orto-toluenosulfonamida em matriz do edulcorante sacarina,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de UV-
VIS;

e Otimizar os de parametros analiticos para a técnica proposta;

e Avaliar a viabilidade de enquadramento do ensaio em normas
técnicas de qualidade laboratorial (NBR/ISO 17025).
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3. Introducéao

A estratégia de oxidacdo e desidratacdo de OTSA é usualmente empregada
em empresas nacionais de sacarina, tanto partindo de OTSA comercial ou
envolvendo etapas anteriores para sua obtencéo.

Visando um controle de qualidade eficiente de empresas produtoras de
sacarina, a quantificacdo de impurezas é de essencial importancia para alavancar o
potencial competitivo das mesmas proporcionando um produto dentro do padrao de
qualidade especificado para o0 consumo.

Com o auxilio da quimica analitica, a quantificacdo de diversos analitos se
torna facilitada e com o avanco da tecnologia e da ciéncia o uso de aparatos
instrumentais aumentou a gama de compostos que podem ser identificados e
quantificados com um grau de precisdo elevado. Necessitando apenas estudos que
asseguram sua confiabilidade, esses estudos sdo denominados de validacdo de
metodologia.

Nesse trabalho sera abordado o desenvolvimento e a validacdo de
parametros analiticos na quantificacdo de OTSA em matriz sacarina e a viabilidade
econbmica de instauracdo em um controle de qualidade de uma produtora do
edulcorante.
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4. Metodologia

4.1 Controle de Qualidade

Implementar um novo ensaio no sistema de qualidade de uma industria é
vidvel quando dois principais fatores sédo analisados. A eficiéncia da metodologia
utilizada deve ser assegurada e os parametros financeiros envolvidos devem ter o
menor custo possivel para ser atrativo ao empreendedor. Esses dois principais
fatores séo levados em consideracao no desenvolvimento dessa proposta de ensaio.

4.2 Materiais e Métodos

A Tabela 2 apresenta as informacdes dos reagentes utilizados para o ensaio
do OTSA.

Tabela 2 - Reagentes usados no ensaio

Reagente Marca Lote Teor (%) Validade
o-toluenossulfonamida  Aldrich MKBJ0460V 99,9 25/03/2017
- Sigma-
Acetonitrila Aldrich SZBCZ125V 99,9 11/06/2016

Acetonitrila Dinamica 57573 99,99 --/04/2017
Agua Ultrapura* - - - -

*A agua Ultrapura utilizada nas solugdes foi purificada com sistema Millipore e possui resistividade de 18.2 MQ-
cm.

Os equipamentos utilizados e materiais volumétricos devidamente calibrados

usados no preparo das solucdes estéo listados na Tabela 3.

Tabela 3 — Equipamentos e instrumentos volumétricos

Equipamentos Marca Cadigo/ Lote Data de calibracéo
HPLC Shimadzu Shimadzu - n.a.
Balanca Chyo JK-200 7403/2013 17/04/2013
(lo“gﬁ[‘_’f(')%egi 0 Brand 22/07/2013
Pip. vol de 2 mL Brand 07.05
Pip. vol de 5 mL Brand 12.05
Pip. vol de 10 mL Brand 12.05
Pip. vol de 15 mL Brand 06.05
Bal. vol de 100 mL Brand 06.04

n.a. = ndo aplicavel n.d. =nao disponivel

Pip. vol = pipeta volumétrica; Bal. vol = baldo volumétrico.
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4.3 Preparo das Solucdes

A solucdo estoque de OTSA foi preparada com acetonitrila e agua, na
proporcdo volumétrica de 50:50, em concentracdo de 104 mg L™*. A Tabela 4
apresenta o volume de cada aliquota da solucdo estoque utilizada e diluida em
baldes volumétrico de 100 mL, para a constru¢do da curva analitica.

Tabela 4 - Volume de solucédo estoque de orto-toluenosulfonamida utilizada e
concentracéo final em cada nivel

Volume de Solucgéo Concentracéo do Nivel
Estoque de OTSA (mL) (mg L™
Nivel 1 0,5 0,5
Nivel 2 2 2,1
Nivel 3 5 52
Nivel 4 10 10,4
Nivel 5 15 15,6

Um estudo na forma de carta controle foi realizado e a validade de 30 dias
ficou estabelecida para a solucdo padrao e para as solucdes que dela derivam. As
solugdes usadas para curva analitica derivam de diluicbes da solucdo estoque e
variam entre concentracdes de 0,5 mg L™ e 15,6 mg L™ oriundas das diluicées.

4.4 Preparo das amostras
4.4.1 Preparo de amostra de trabalho

A preparagdo de amostras para esse ensaio se baseia na formulagéo de uma
solucdo contendo 0,0102 g (+ 0,005 g) de sacarina solida em baldo volumétrico de
100 mL. Quando necessario, foram feitas dilui¢cdes.

4.4.2 Preparo de amostra fortificada

Para o teste de recuperacdo foram preparadas solucdes de amostras de
sacarina sélida comercial com adi¢cdo de padrédo em 3 niveis de concentracdo. Na
tabela 5 tem-se a concentracdo de padréo adicionado.

Tabela 5 - Concentracao de Orto-Toluenosulfonamida adicionada a solucdes de
amostra de trabalho

Nivel 1 (mgL™ Nivel 3 (mg L™ Nivel 5 (mg L™)

0,5 5,2 15,6

4.5 Validagcao da metodologia

Para a realizacdo da validacdo, analises dos parametros subscritados foram
realizados.
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45.1 Seletividade

Pela possibilidade de existéncia de componentes na matriz que interfiram,
aumentando ou reduzindo sinais, afetando o desempenho da medicéo,
experimentos especificos foram realizados para avaliar a seletividade.

Uma amostra comercial de sacarina que poderia conter interferentes foi
inicialmente analisada. Posteriormente amostras fortificadas com OTSA em 3 niveis
de concentracdo também foram submetidas a andlise. A seletividade € determinada
pela comparagcdo dos cromatogramas da solugdo padrao com diluentes e com a
matriz avaliada. Se nenhum sinal dos cromatogramas do diluente ou da matriz,
interferir no sinal relativo ao analito em questdo e o resultado da resolucédo for
superior a 2, 0 método é considerado seletivo.

4.5.2 Linearidade e faixa de aplicacao

Para a determinacdo desse parametro, foram analisados em triplicata os
pontos da curva, preparados conforme item 4.2. A curva foi obtida graficando a
concentracdo tedrica pelas é&reas obtida instrumentalmente. Os dados foram
tratados estatisticamente. O teste de COCHRAN foi utilizado para comparacao das
variancias, o grafico de residuos para verificar tendéncias e o calculo do r* do
modelo linear, foi graficamente obtido.

45.3 Precisao

A precisdo representa a dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra ou amostras semelhantes; sob
condicdes definidas. E expresso na forma de desvio padréo relativo (DPR). Ensaios
de repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade foram realizados com
analise de solucdes padroes.

45.3.1 Reprodutibilidade

Definido como o grau de concordancia de resultados de uma mesma amostra
em questdo. Determinado através de calculos estatisticos, “Ensaio de Horrat”,
visando que o estudo colaborativo entre laboratérios e a realizacdo de programas
interlaboratérial € inviavel para o0 método em questdo. Usando o desvio padrao
relativo dos niveis baixo, médio e alto da curva analitica realizados em triplicata e
valores de Horwitz sob o critério de aceitacdo numérico 2, sugerido pelo INMETRO.

DPR (oriundo dos ensaios desenvolvidos)

Valor de Horrat =

DPR (previsto da equagio de Horwitz)
Valor de Horwit:

Onde:

C =razé&o de concentracdo do analito.
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45.3.2 Precisao Intermediaria

Indica o efeito das variacbes dentro do laboratorio, ligados a eventos como
diferentes analistas, equipamentos diferentes ou até condi¢cdes climaticas
diferenciadas na determinacdo do analito em questdo. A estratégia usada para
determinar a precisao intermediaria foi a comparacao por meio do teste estatistico
“teste f” de 7 amostras analisadas por um analista com 7 amostras preparadas e
analisadas por outro analista em um momento diferente.

4.5.3.3 Repetitividade

As condicbes de repetitividade foram seguidas sendo caracterizadas
utilizando o mesmo método de medi¢cdo, mesmo observador, mesmo instrumento de
analise, sob as mesmas condicdes no mesmo local e no menor espaco de tempo
possivel de 7 amostras distintas semelhantes.

45.4 Exatidao

Ligada diretamente a concordancia entre valores individuais relacionados a
um ensaio e um valor de referéncia dito como verdadeiro. Ressaltando que o valor
exato ou verdadeiro € obtido de uma medicdo perfeita, ou seja, é indeterminado por
natureza.

Os processos adotados com maior frequéncia para avaliar a exatiddao de um
método sdo: uso de material de referéncia; adicdo de padrdo, comparacdo de
métodos e, o utilizado nesse trabalho, ensaios de recuperacao. Quando relacionada
a uma série de resultados, a tendéncia se faz em uma combinacdo de erros
aleatérios e sisteméticos. Utilizando solucdes fortificadas descritas no item 4.3.2,
realizou-se o seguinte calculo para cada nivel de concentragéo:

R(%) = (Lf ;C”f})x 100

t

Onde:
Ct = concentragdo do analito na amostra fortificada
C.¢ = concentragdo do analito na amostra ndo fortificada (branco da matriz)

C, = concentracgdo total do analito adicionada a amostra fortificada

4.5.5 Limite de Deteccao

Para a determinagdo do limite de deteccdo do método, que representa a
menor concentracdo detectavel para a metodologia, foram realizadas duas
sucessivas diluicbes do ponto mais baixo da curva até o momento que a altura do
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sinal do analito de interesse apresentasse uma magnitude aproximadamente 3
vezes maior que o ruido do equipamento (método da relacdo sinal-ruido com relagéo
3:1).

4.5.6 Limite de Quantificacéo

Representando a menor concentracdo que pode ser quantificada utilizando o
método em questdo, o limite de quantificacdo foi determinado pelo método visual
realizando 7 replicatas com o sinal do analito numa relacdo 10:1 com o ruido
instrumental.

45.7 Robustez

A robustez estima a sensibilidade que o método apresenta perante pequenas
variagbes de parametros definidos. A robustez do método foi garantida realizando o
teste de Youden. Os parametros avaliados foram temperatura da sala onde foram
realizado os ensaios (25°C/23°C), comprimento de onda do detector ( 268 nm e 270
nm), solventes usados para preparar a solucdo estoque (H.O/ ACN / H,0),
diferentes operadores e preparadores de amostra (Operador 1/ Operador 2), Fluxo
da fase mével (1 mL/ 0,8 mL), concentracdo de acetonitrila usada na fase movel
(50%/52%) e marca da acetonitrila usada (Merck/ Dinamica).

45.8 Testes estatisticos

Testes estatisticos foram realizados com o objetivo de identificar valores
discrepantes entre as vias analisadas.

Teste de Grubbs: valor discrepante

Valor minimo: Valor Maximo
GlZM Gn:(xn_)_()
S S
onde: onde:
X; = valor mais baixo X, = valor mais alto
s = desvio padréo das replicatas s = desvio padréo das replicatas

Teste F-Snedecor: comparacéo de variancia

|: _ max

observado — S 2
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Onde:
S2h4x. = Maior variancia

S2hin. = Menor variancia

Sendo a variancia (S?):

S2 — Z(yl - 7)2
n—»1
Onde:

n = namero de replicatas
y; = cada resultado obtido
y = média aritmética

Teste de Cochran: Homogeneidade de Variancia

Sinax
C =

¥ 52

Onde:

S2h4x. = Maior variancia

Y S2 = somatdria das variancias

4.6 Anédlise Instrumental

A analise instrumental foi realizada em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu; equipado com bomba binaria mddulo, LC-10ADVP; detector
UV/VIS, SPD-10AVVP e modulo de controle de sistema SCL-10AVP. Os dados
obtidos foram analisados usando o software “Shimadzu CLASS — VP”, versao 6.14
SP1 e planilhas desenvolvidas exclusivamente para esse trabalho de validacéao.

As condic¢des instrumentais da técnica sdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 - Condicfes de analise por cromatografia a liquido de alta eficiéncia com
detector de UV-Vis

Parametro Valores
Inertsil/ODS — 4 C18, 150 mm x 4,6 mm
Coluna
X5 um
Temperatura Ambiente
Volume de injecao 20 pL
Fluxo da Fase Movel 1 ml min?
Fase Moével A — H,O Ultra Pura
(Isocratico 50%/50%) B — Acetonitrila

Comprimento de onda (A) 268 nm




5. Resultados e discusséo

5.1 Seletividade
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Na Figura 4 é evidenciado um cromatograma tipico de OTSA na matriz de

sacarina.

Figura 4 -

Toluenosulfonamida na concentragéo de 0,5 mg L™

Cromatograma de amostra de sacarina com adicdo de Orto-
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Na tabela 9 podemos observar os resultados para os célculos de resolucao e
variacdo do tempo de retencdo para a adicdo de OTSA em sacarina nha

concentracdo de 0,5 mg L™.

Tabela 7 - Tempos de retencdo para a adicdo de 0,5 mg L' de Orto-
Toluenosulfonamida em matriz sacarina
Via Temloo de_ Tempo_ inicial Tempp final
retencdo (min) (min) (min)
1 2,35 2,33 2,41
Pico 1 2 2,34 2,33 2,40
3 2,34 2,31 2,38
1 3,06 2,93 3,41
O-TSA 2 3,06 2,93 3,42
3 3,05 2,93 3,42
Tabela 8 - Tempos de retencdo para padrdo de 0,5 mg L' de Orto-
Toluenosulfonamida
Via Tempode - Tempo Tempo
retencdo (min) inicial(min) final(min)
1 3,05 2,89 3,42
O-TSA 2 3,06 2,91 3,46
3 3,06 2,92 3,44

ot
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Tabela 9 - Resultados dos calculos de resolucdo e variagdo de tempo de retencdo
para a matriz.

Via Resolugdo Variagdo do tempo de retencéo (%)

1 2,53
O-TSA 2 2,58 0,07
3 2,50

A variacgao inferior a 5% entre a média dos tempos de retencdo das amostras
de sacarina adicionada e do padrdo, ambos na concentracdo de 0,5 mg L™ e uma
resolucdo maior que 2,0 evidenciam um resultado satisfatorio quanto a seletividade
da metodologia.

5.1.1 Efeito da Matriz

Na Tabela 10 é apresentado os valores da recuperagdo instrumental de
OTSA fortificada na matriz sacarina em trés diferentes niveis de concentragdo. E na
Tabela 11 sdo apresentados os resultados para o Teste de Grubbs para os valores
mais discrepantes da média em replicatas para os 3 niveis de concentracao
analisados. O valor de G tapelado = 1,15 paran = 3.

Tabela 10 - Valores de recuperacdes de orto-toluenosulfonamida em sacarina

Recuperacéo (%)

Nivel Baixo 98
Nivel Médio 100
Nivel Alto 101

Tabela 11- Resultado do teste de Grubbs para a matriz sacarina nos maiores e
menores valores das replicatas em cada nivel de concentracdo

Composto G wmaior valor G Menor valor G tabelado  Gealculado < Gtabelado
Concentragdo Baixa 0,90 1,07 1,15 Aceito
Concentragdo Média 1,09 0,87 1,15 Aceito

Concentracgédo Alta 1,14 0,74 1,15 Aceito

O resultado dos teste de recuperacao (com critério de aceitacdo de = 5%) é
satisfatorio e com a ajuda de testes estatisticos, confirmamos a seletividade da
metodologia, descartando a influencia da matriz sacarina na analise de OTSA ao
longo da faixa de trabalho. As vias analisadas somente com o diluente, agua
ultrapura e acetonitrila, ndo apresentaram nenhum sinal que possa interferir na
analise.
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5.2 Linearidade

Na Tabela 12 constam os valores das areas das replicatas referentes a cada
nivel de concentracéo, testes estatisticos foram realizados para evitar outliers e o
grafico das concentracfes pela area resultou na curva analitica.

Tabela 12 - Areas das trés injecdes de cada nivel de concentragio da curva
analitica.

Leituras das Areas

Concentragao

Nivel (mg L) 1 2 3 CV(%)
1 0,5 3979 3909 3983 0,9
2 2,1 16139 16146 16194 0,2
3 5,2 40141 40574 40240 0,5
4 10,4 81717 80916 81132 0,4
5 15,6 124511 123511 122314 0,7

Nas figuras 5 e 6 estdo apresentados, respectivamente, os graficos da curva
analitica do orto-toluenosulfonamida e de residuos da curva.

A correlacdo linear obtida na figura 5 demonstra que o método proposto
apresenta linearidade para a faixa de trabalho estabelecida, com r* > 0,99.

Figura 5 - Grafico da curva analitica do Orto-Toluenosulfonamida

Curva Analitica y =7920,4x - 460,68
R2=0,9998
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Figura 6 - Grafico de residuos
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Na figura 6 o grafico de perfil de residuos demonstra a auséncia de
tendéncias ao longo da faixa de trabalho. O resultado do teste de Cochran, ou seja,
o valor de Cg,c foi de 0,440 representeando a homogeneidade da variancia dos
residuos, visto que o valor tabelado para I=5 e n=3 € de Ciy, = 0,684.

Na Tabela 13 constam os valores do coeficiente angular, coeficiente linear e a
correlacdo linear quadrética (r2) referente a curva.

Tabela 13 - Valores de coeficiente angular, coeficiente linear e correlagéo linear
quadratica da curva analitica.

Composto  Coef. Angular Coef. Linear  Cor. Linear Quadratica
OTSA 7920,36 -460,68 0,9998

5.3 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho estabelecida ficou definida como a regido linear
estabelecida pela curva analitica. Na faixa de concentracdo entre 0,5 mg L™ - 15,6
mg L %

5.4 Preciséo
5.4.1 Reprodutibilidade

Fazendo uma avaliacéo tedrica da precisdo do método utilizam-se os valores
de Horrat com os DPR obtidos com os niveis 1, 3 e 5 da curva descrita no item 5.2.
Utilizando a razdo de concentracéo de 10°° referente a mg L™ (unidade usada na
validacdo da metodologia) o DPR previsto pela equagcédo de Horwitz é 16. A Tabela
14 apresenta os valores de Horrat para o composto utilizado.
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Tabela 14 - Valores de Horrat para Orto-Toluenosulfonamida utilizando a razéo de
concentracdo de 10°® referente & magnitude da escala utilizada (mg L™)

Valores de Horrat

Nivel 1 0,056
Nivel 3 0,031
Nivel 5 0,044

O critério de aceitacdo estabelecido - valores de HORRAT menores ou iguais
2 — para a preciséo intermediaria e a reprodutibilidade do método foi atendido.

5.4.2 Precisédo Intermediaria e Repetitividade

As tabelas 15 e 16 evidenciam 14 amostras semelhantes analisadas
separadamente em duas condi¢des diferentes, por operadores e preparadores de
amostra diferentes.

Tabela 15 — Ensaio de preciséo intermedidria utilizando condicéo 1 (Operador 1/
Preparador de amostra 1)

) Média das
Média das Areas concentracfes DPR (%)
(mg L)
Amostra 1 42239,7 54 0,42
Amostra 2 42349,3 54 0,21
Amostra 3 43341,7 5,5 1,22
Amostra 4 43952,7 5,6 0,46
Amostra 5 43774,0 5,6 0,66
Amostra 6 43923,0 5,6 0,54
Amostra 7 43925,3 5,6 0,20

O DPR do estudo com os 7 ensaios da condicdo 1 para ensaio de precisao
intermediaria é 0,0955. A repetitividade é assegurada com esse DPR, para um
critério de aceitacdo de 95%.
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Tabela 16 — Ensaio de preciséo intermediaria utilizando condicéo 2 (Operador 2/
Preparador de amostra 2)

) Média das
Média das Areas concentracfes DPR (%)
(mg L™
Amostra 1 38099,7 4,9 1,80
Amostra 2 39159 5,0 0,54
Amostra 3 38760,7 5,0 1,11
Amostra 4 41059 5,2 0,66
Amostra 5 38821,7 4,9 1,36
Amostra 6 38821,7 5,0 0,51
Amostra 7 38953 5,0 0,54

O DPR do estudo com os 7 ensaios da condicdo 2 para ensaio de precisado
intermediaria é 0,121. A repetibilidade é assegurada com esse DPR(%), para um
critério de aceitacao de 95%.

O resultado do test F é F¢y = 1,599, para Fiup = 3,79 para um critério de
aceitacdo de 95% e grau de liberdade 7. Aceitando a relacdo das variancias das
metodologias comparadas.

5.5 Limite de Quantificacao

Substituindo-se as areas, obtidas pela injecdo de sete replicatas, na equacao
da curva analitica adequada obtém-se os resultados apresentados na Tabela 17,
evidenciamos entdo o limite de quantificacao.

Tabela 17 - Resultados limite de quantificacdo para Orto-Toluenosulfonamida.

Concentracdo (mg L") Média Desvio Padrdo Coeficiente de Variacdo (%)

0,6
0,5
0,6
0,6 0,6 0,01 2
0,5
0,6
0,5

5.6 Limite de Deteccéao

Seguindo a metodologia da relacdo sinal-ruido, o valor da area do sinal do
analito em questao apos as diluicbes do ponto mais baixo da curva esta apresentado
na Tabela 18, bem como sua concentragéo calculada a partir da regressao linear.
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Tabela 18 - Resultado da inje¢do mais diluida

Area da via mais Concentracéo (mg L™)
diluida da via mais diluida
O-TSA 581 0,1

5.7 Robustez

A Tabela 19 exemplifica a combinagdo das variagbes para a aplicagao do
Teste de Youden que consiste na analise multivariada de variacdes que podem
influenciar o resultado analitico. Assim para verificar a robustez do método foram
selecionadas sete (07) variaveis totalizando oito (08) ensaios, as letras maiusculas
representam as condicGes utilizadas no método original e as letras mindsculas
representam as variacOes realizadas para verificar a robustez do método.

Tabela 19 — Teste de Youden, parametros variados para estudo de robustez

» Condigao Condigao L. .
Variavel Combinagdo Fatorial
Normal Alternativa
1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura 25°C(A) 23°C(a) A A A A a A A A
Comp. de onda 268 nm (B) 270 nm (b) B B B b B B B B
Sol. Estoque H,O/ACN (C) H,0 (c) C c C c c C Cc ¢
Operador Op. 1 (D) Op. 2 (d) D D D d d D D D
Fluxo 1,0mLmin™(E) | 0,8 mLmin™* (e) E e E e e E E E
Proporgao ACN 50% (F) 52% (f) F f F F F F F F
Marca ACN Merck (G) Dinamica (g) G g G G g G G G
Resultado - - S t u v w X Y Z

A Tabela 20 mostra a variacdo dos resultados (tempo de retencdo; area) em
estudo pelo Teste de Youden. Pequenas variacfes resultam em alteracdes nas
respostas instrumentais, observando a influencia das condicbes na variacdo do
tempo de retencéo do analito o desvio de 0,21 minutos pela mudanca da propor¢ao
de acetonitrila na composicao da solucédo estoque (condi¢cdo C/c); uma variacao de
0,17 minutos, resultado da alteracdo do fluxo de andlise (condicdo E/e) e uma
variacdo de 0,169 minutos oriunda da mudanca de marca de acetonitrila (condi¢ao
G/g). Os fatores mais influentes; que serdo descritos; em ordem decrescente,
resultam em variacbes na area do composto estudado. A marca da acetonitrila
(condicao G/g), o operador e preparador de amostra (condicdo D/d) e 0 uso de um
comprimento de onda diferente (condi¢cdo B/b).
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Tabela 20- Resultados do Teste de Youden em varricdes de tempo de retencéo e
area com variacao de parametros de A-G

Rt (min) Area
A-a 0,09 -5258,83
B-b 0,14 -2538,67
C-c 0,21 -17773,7
D-d 0,17 18644,83
E-e -0,21 -8670,17
F-f -0,17 -225,333
G-g -0,17 -21940,8

6. Amostra comercial e Pureza

A fim de avaliar o método validado, foram realizados dois ensaios. Um com uma
amostra comercial de sacarina e outro com amostra comercial de OTSA.

Tabela 21 - Ensaio de Orto-Toluenosulfonamida em sacarina (realizado com uma
diluicdo de 10 vezes)

Massa pesada (g) Area  Massa do analito(g) % (OTSA)

Via 1 0,0104 41587 0,0053 51,0
Via 2 0,0104 40714 0,0052 50,0
Via 3 0,0104 41417 0,0053 51,0
Média 0,0104 - 0,0053 50,6

Tabela 22 - Ensaio de Orto-Toluenosulfonamida comercial (realizado com uma
diluicdo de 20 vezes)

Massa pesada (g) Area  Massa do analito (g) % (OTSA)

Via 1 0,0104 36860 0,0094 90,4
Via 2 0,0104 36574 0,0094 90,4
Via 3 0,0104 36523 0,0093 89,4
Média 0,0104 - 0,0094 90,1

Devido as péssimas condicbes de armazenagem de sacarina comercial e OTSA
obtidas de um comerciante local, observamos a porcentagem de OTSA muito
superior ao limite estabelecido na farmacopeia europeia na amostra de sacarina e
um valor razoavel na amostra de OTSA comercial.
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7. Precificacao

Para implementacdo exclusiva desse ensaio no sistema de controle de
qualidade, havera a necessidade de um investimento de R$ 228.677,00 baseado na
precificacdo descrita na Tabela 23, que inclui a aquisicdo de um cromatografo
juntamente com seus componentes para perfeito funcionamento, vidraria necesséria
e demais itens essenciais. A execu¢do do ensaio por 4 horas (tempo necessario
para construir curva analitica e realizar 9 ensaios distintos em triplicata) requer um
investimento descrito na Tabela 24 relativo a consumiveis quimicos e recursos
humanos alocados para a funcao .

Tabela 23 — Precificacao para instalacao

Item Preco Bruto
Cromatoégrafo Liquido* R$ 180.000,00
Pré-coluna** R$ 1.375,00
Acessorios laboratoriais ***
(Vidraria, micropipetas, etc) R$ 4.000,00
Balanca Analitica**** R$ 3.302,20
Utilitarios R$ 40,000,00
Total R$ 228.677,00

*Orgamento Shimatzo
**http://www.sigmaaldrich.com/
***http://www.cbbiotech.com/
*kx hitp://www.lojalab.com.br/

Tabela 24 - Precificagéo da rotina

Preco Bruto Preco médio para 4 horas

de ensaio.

Acetonitrila 99,9%* R$ 1335, 00*** (7 litros) R$ 57,22
Padrdo de OTSA* R$ 209,00*** (25 g) R$ 0,05
Técnico em Quimica** R$ 2900, 00 R$ 48,33

Total R$ 105,60

*http://www.sigmaaldrich.com/
**http://www.aquitemrh.com.br/
*** Preco em reais, convertido do valor em délar comercial em 30 de maio de 2014.


http://www.lojalab.com.br/
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8. Conclusdes

Implementar um sistema de controle de qualidade confiavel e efetivo € possivel
pelos resultados obtidos na avaliacdo dos parametros de validagédo estudados para
a determinacdo de OTSA por cromatografia liquida de alta eficiéncia, tendo como
base o documento orientativo DOQ-CGCRE-008 — Revisédo 4, Orientagdo sobre
validacdo de métodos analiticos do INMETRO.

O baixo custo de manutencéo do ensaio em comparagdo com o alto valor a ser
investido para a aquisicdo de todos 0s aparatos necessarios deve ser tomado em
consideracdo pelo empreendedor na escolha de implementar a técnica
cromatografica no controle de qualidade da industria. Associado com outras
metodologias cromatograficas para analise de outros analitos relacionados ou nao
com a sacarina essa opg¢ao se torna muito mais atrativa.

O enquadramento do ensaio em normas técnicas de qualidade laboratorial é
plenamente viavel porém exige treinamento adequado e enquadramento na norma
técnica de ensaios laboratoriais ISO/EC 17025.
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