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RESUMO

GONCALVES, Gabriela Soldi, M.Sc., Universidade Estadual Paulista,
Araraquara, Setembro de 2010. Atributos da validacdo do método
analitico para quantificacdo da biotina empregando a técnica

potenciométrica. Orientador: José Paschoal Batistuti.

O presente trabalho consiste no desenvolvimento de um método
analitico para determinacdo de biotina, utilizando-se a potenciometria
indireta. O objetivo é apresentar a validacdo de método analitico como
um processo que estime a eficiéncia do método proposto na rotina do
laboratério para garantia da qualidade total. E um método que envolve
equipamento simples e pouco dispendioso como o potenciébmetro, que
possibilita medir com precisdo o valor da concentracdo de biotina. O
doseamento quantitativo de biotina baseia-se no estudo das reacbes
oscilantes do analito perante as analises da titulac&do indireta utilizando
potencibmetro automatico. A concentracdo de biotina foi determinada
com massa adicionada conhecida numa matriz que simula uma
capsula, contendo aerosil (1%), estearato de magnésio (1%), celulose
microcristalina (20%), amido (40%) e lactose g.s.p. Os resultados
mostraram um valor médio de biotina (massa adicionada de
aproximadamente 25 mg) determinada de 99,4% com desvio-padrao
de 0,0345. As condicOes experimentais como temperatura, vidraria e
concentracdo dos reagentes foram otimizadas. Os parametros
investigados no processo de validac&do para demonstrar o desempenho
do método foram: especificidade, linearidade, intervalo, precisdo tanto
repetitividade, quanto intermediaria, exatiddo e robustez. O tratamento
estatistico dos dados da validacdo do método analitico envolveu a
determinacdo da média, do desvio padréo e do coeficiente de variagéo.
Para obtencdo da curva de calibracdo se fez necessaria a
determinacdo da equacado da reta, regressao linear e coeficiente de
correlacdo linear. Este método apresenta grande aplicabilidade em
solucdes turvas, fluorescentes, opacas ou coradas, ou quando nao
existem, ou ndo podem aplicar-se indicadores visuais apropriados. Ha
possibilidade de determinacdo de uma sucessdo de pontos de
equivaléncia na titulagcdo de diversos componentes em uma mistura. A
metodologia para determinacdo de biotina mostrou-se um
procedimento eficiente, no qual a montagem do sistema pode ser
reutilizada em outros estudos de validacdo de métodos analiticos
apresentando baixo custo e pouca utilizagcao de reagentes.

Palavra-chave: validacéo, titulacdo potenciométrica e biotina.



ABSTRACT

GONCALVES, Gabriela Soldi, M.Sc., Universidade Estadual Paulista,
Araraquara, September 2010. Validation attributes of the analytic
methodology of the quantity biotin through potentiometry. Adviser:
José Paschoal Batistulti.

The present work shows the development of an analytical method for
the determination of biotin by using indirect potentiometry. The main
goal is to present the validation of analytical methods as a process to
estimate the efficiency of the proposed methodology in the laboratory
routine for the guaranty of total quality. This method involves simple and
low cost devices as the potentiometer, which allows the precise
measurement of biotin concentration. The quantitative dosing of biotin is
based on the study of the oscillating chemical reactions with the analyte
by performing the analysis of the indirect titration with an automatic
potentiometer. Biotin concentration was determined by adding a known
mass to a matrix that simulates a capsule containing aerosol (1%),
estearato de magnésio (1%), celulose microcristalina (20%), amido
(40%) e lactose g.s.p. The results showed an average value for the
determination of biotin (added mass was ca. 25 mg) of 99.4% with a
standard deviation of 0.0345. The experimental conditions as
temperature, glassware, and concentration of the chemicals were
optimized. The investigated parameters of the validation procedure to
demonstrate the performance of the method were: specificity, linearity,
interval, precision (repeatability and intermediate), exactness and
robustness. The statistical treatment of the data for the validation of the
analytical method involved the determination of the average value,
standard deviation, and the variation coefficient. In order to obtain the
calibration curve, the line’s equation, the linear regression and the
coefficient of linear correlation were determined. This method shows
great applicability for turbid, fluorescent, opaque or color solutions, or if
an appropriate visual indicator is not available or cannot be applied. The
method also shows the possibility for the determination of a sequence
of equivalence points on the titration of several components in a
mixture. The methodology for the biotin determination showed to be an
efficient procedure, and the system assembly can be reused in other
validation studies of analytical methods with low costs and low
consumption of chemicals.

Keywords: validation, potentiometric titration and biotin



CAPITULO I:

ATRIBUTOS DA VALIDACAO DO METODO ANALITICO
PARA QUANTIFICACAO DA BIOTINA EMPREGANDO A
TECNICA POTENCIOMETRICA
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1 INTRODUCAO

A necessidade de se demonstrar a qualidade das medicOes
guimicas através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida. Dados
analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisbes desastrosas e a
prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um método
analitico gere informacdes confiaveis e interpretaveis sobre o analito,

ele deve ser a validado.

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. Para registro de novos produtos,
todos os oOrgdos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a
validagdo do meétodo analitico e, para isso, a maioria deles tem
estabelecido documentos oficiais que séo diretrizes a serem adotadas
no processo de validacao (BRASIL, 2003; CODEX ALIMENTARIUS,
1995: ICH 1995; EC, 2000; EURACHEM WORKING GROUP, 1998;
FDA, 1994, 2000; INMETRO, 2003; ISO/IEC 17025, 1999; SHABIR,
2003; ELLISON; THOMPSON; WOOD, 2002; WHO, 1992). Um
processo de validacdo bem definido e documentado oferece as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos sado

adequados para o uso desejado (BRASIL, 2003).

As técnicas de separacao, tais como cromatografia gasosa (GC),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese capilar
(CE), vém se destacando na quimica analitica pela capacidade de
realizarem andlises qualitativas e quantitativas em amostras

ambientais, farmacéuticas, bioldégicas e em alimentos.
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O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou
implementacdo de método conhecido, envolve processo de avaliacdo
que estime sua eficiéncia ou “performance” na rotina do laboratério,
com evidéncias objetivas (BRITO et al, 2003). Varias definicbes estao
descritas na literatura para a validagao, tratando-se, portanto, de termo

nao-especifico.

Determinado método ¢é considerado validado se suas
caracteristicas estiverem de acordo com 0s pré-requisitos
estabelecidos. Portanto, existe diferenca entre a execucédo de
experimentos que determinam os diversos parametros (coleta dos
dados experimentais) e a validagao. Esta deve avaliar a relacao entre
0s resultados experimentais e as questdes que o método se propde a
responder. O objetivo da validacdo consiste em demonstrar que o
método analitico é adequado para o seu propoésito (WALSH, 1999). A
validacdo deve ser considerada quando se desenvolve ou efetua
adaptacbes em métodos ja validados, inclusdo de novas técnicas ou

uso de diferentes equipamentos.

A literatura dispde de varios trabalhos que relatam a validacdo de
métodos analiticos (AUDARN; BRESSOLLE; BROMET-PETIT, 1996;
CAUSON, 1997; CHASIN; CHASIN; SALVADORI, 1994; CURRIE;
SVEHLA, 1994; FEINBERG; RAGUENES, 1999; FRANCOTTE;
DAVATZ; RICHERT, 1996; HUBERT et al, 1999; McDONALD, 1999;
PEREIRA et al, 2000; WIELING et al, 1996) e definem os critérios que
devem ser seguidos durante seu desenvolvimento. Dentre estes,
muitos sdo das areas bioldgica (AUDRAN; BRESSOLLE; BROMET-
PETIT, 1996; CAUSON, 1997; HUBERT et al, 1999; WIELING et al,
1996), farmacéutica (AUDARN; BRESSOLLE; BROMET-PETIT, 1996;
CHASIN; CHASIN; SALVADORI, 1994; FRANCOTTE; DAVATZ;
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RICHERT, 1996) e quimica (CURRIE; SVEHLA, 1994; FEINBERG,;
RAGUENES, 1999; McDONALD, 1999; PEREIRA et al, 2000). Tais
artigos abordam os critérios de validacdo de acordo com sua area
especifica, enfatizando a exatiddo, a precisao e os limites de deteccéo

e de quantificagao.

As aplicacbes da metrologia na area de quimica analitica e no
controle de qualidade de alimentos sdo consideraveis para as
necessidades humanas de ingerir alimentos que devem ter suas
caracteristicas nutricionais em conformidade as especificacbes
regulamentadas e livres de componentes indesejaveis. Assim 0s
exames laboratoriais devem ser conduzidos por métodos que permitam
obter resultados confiaveis (ELLISON; THOMPSON; WOOQOD, 2002).

Dada a importancia da metrologia o presente trabalho consiste
em validar um método analitico pelo doseamento da biotina utilizando a

titulometria potenciométrica acido base.

A biotina, também conhecida como vitamina H, vitamina B, ou
vitamina Bg, € uma molécula da classe das vitaminas que funciona
como cofator enzimético. Necessaria no metabolismo das proteinas e
dos carboidratos, ela age diretamente na formacdo da pele e
indiretamente na utilizacdo dos hidratos de carbono (aclUcares e amido)
e das proteinas. Tem como principal funcdo neutralizar o colesterol
(diretamente ligado a obesidade). E uma vitamina hidrossolavel. A
biotina tem a formula quimica C,oH;s0sN,S e suas principais fontes
alimentares s&o frutas, nozes, ovos, carnes, leites e leveduras.
Também é produzida por bactérias intestinais. A caréncia de biotina no

homem, apesar de rara, pode causar dermatite esfoliativa, conjuntivite,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vitamina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cofactor_enzim%C3%A1tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pele
http://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7%C3%BAcares
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Colesterol
http://pt.wikipedia.org/wiki/Obesidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vitamina_hidrossol%C3%BAvel
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrogenio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Noz
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ovo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carne
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leite
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
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descoloracdo da pele e mucosas, furunculose, seborréia do couro
cabeludo e dores musculares (FRANCO, 2004).

A titulometria potenciométrica éacido base € um método
eletroquimico alternativo que permite 0 uso da titulometria para
determinar as propriedades quimicas dos alimentos. Este € um método
primario, de custo reduzido e sem geracdo de residuos toxicos que
podem agredir o meio ambiente. Os equipamentos empregados na
titulometria potenciométrica ndo necessitam de vultuosos investimentos
para o controle de qualidade de matérias-primas ou produtos

alimentares acabados.

Tendo em vista que a biotina é um acido fraco, pelas
propriedades quimicas € possivel determinar a sua concentracao, a
partir da titulacdo de neutralizacdo. Para tanto foi proposto um método
de titulacdo indireta, com auxilio de um titulador potenciométrico

automatico, para efetuar a validacéao.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Furunculose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Seborr%C3%A9ia
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método quantitativo para doseamento

da biotina utilizando a titulacdo potenciométrica acido base.

2.2 Objetivo Especifico

Investigar os parametros de performance do método para

determinacao da biotina por titulagao potenciometria de neutralizacao,

utilizando titulador automatico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia da Metrologia

A palavra “metrologia”, que vem do grego “metro” (medida), e
“logos” (o estudo do), significa a ciéncia ou o estudo da medicédo. O
conceito surgiu na antiguidade em estreita relagdo com a atividade
humana e a partir da observacdo que o préprio homem fazia de si
mesmo. Dai que se usem até hoje unidades como pés, palmos,

polegadas, que estdo ligadas a partes do corpo humano (ICH, 1995).

O mais antigo padrao de medida linear talvez tenha surgido no
Egito, por volta de 3.000 a.C. O cbvado era baseado no comprimento
do braco, do cotovelo a ponta do dedo médio. Os agrimensores
egipcios, também conhecidos por “estiradores de corda”, por causa do
instrumento de medicdo que dispunham na época, podem ser

considerados os primeiros metrologistas (ICH, 1995).

A ciéncia da medicdo vem se aperfeicoando cada vez mais ao
longo do tempo, sempre no intuito de melhorar a vida do homem e a
gualidade dos produtos que este produz ou consome. Conforme
Alexandre Sobral, o principal objetivo da metrologia € prover
confiabilidade para as medicdes realizadas em diversas areas como
laboratorios, pesquisas cientificas, industrias, sistemas de medicdo
utilizados em saude, seguranca e meio ambiente (US-FDA, 2000).

O desenvolvimento da Metrologia Quimica ocorreu, no ambito
mundial, a partir de 1993 com a criacdo do Comité Consultivo para
Quantidade de Matéria (CCQM), na Franca (RIBANI et al, 2004).
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Reconhecendo essa area como de fundamental importancia
estratégica para a competitividade dos produtos e servi¢os brasileiros,
o INMETRO criou em junho de 2000 a Divisdo de Metrologia Quimica,
gue atua nos segmentos da Eletroquimica, Quimica Organica, Quimica
Inorgéanica, Quimica do Estado Gasoso, Motores a Combustéo,
Combustiveis e Lubrificantes (RIBANI et al, 2004).

Um conceito fundamental para a garantia da confiabilidade das
medi¢des é que um resultado possa ser comparado a outro resultado
anterior, por exemplo, de um ano atras, ou a um resultado qualquer
obtido em qualquer outra parte do mundo, tendo sido estabelecido um

grau de incerteza de medicao que sempre permanece (ICH, 1995).

O perigo envolvido no crescimento das farmacias de
manipulacéo, sem que haja o devido controle, foi tratado a partir de
noticias de jornais que apresentam casos de morte ocorridos por erros
na dosagem de medicamentos manipulados. Em um dos casos, um
paciente morto, vitima de uma intoxicacdo, ao se fazer a analise dos
comprimidos que havia tomado e que tinham sido manipulados,
encontrou-se um teor 321,84 vezes maior do que o prescrito na receita
(RIBANI et al, 2004).

A metrologia também se faz presente na questdo dos
biocombustiveis, apresentando papel fundamental para a garantia de
aspectos socioambientais dos biocombustiveis e para contornar

possiveis barreiras técnicas a sua exportacdo (LEITE, 2002).

Ainda de acordo com INMETRO (2003), os padrdoes de medicéo
em metrologia quimica sdo denominados materiais de referéncia:

solucdes que sédo utilizadas para calibrar equipamentos (como o0s
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cromatografos) capazes de detectar a substancia que se quer medir
num determinado produto. Os laboratorios de metrologia quimica do
INMETRO pesquisam e desenvolvem materiais de referéncia a serem
utilizados por outros laboratérios em suas analises. Além disto, o
instituto realiza a implantacdo de métodos primarios: aqueles como 0s
métodos de medicdo de pH e de condutividade que possuem a mais
alta qualidade metrolégica e ndo precisam ser comparados a nenhum
outro padrao (INMETRO, 2003).

A cada dia, no comércio mundial, as barreiras se tornam mais
técnicas do que alfandegarias. Com o advento da nanotecnologia, se
torna ainda mais importante uma medicao mais eficaz. Por exemplo,
um pais desenvolvido pode proteger-se contra produtos de um pais em
desenvolvimento exigindo quantidades maximas nanomeétricas de
certas substancias. Se este pais ndo tem a capacidade de medir

nanometricamente, perde este mercado (LEITE, 2002).

O primeiro material de referéncia desenvolvido pela divisao de
metrologia quimica do INMETRO foi a solucdo de etanol em agua
utilizada para calibrar os etildometros (popularmente conhecidos como
bafémetros). O Brasil importava esta solucdo de etanol em agua que
nao tinha confiabilidade nenhuma. Qualquer um poderia contestar a
medicdo. Agora, com a calibracao a partir de um material de referéncia
produzido pelo INMETRO, existe garantia na qualidade da medicéo
(INMETRO, 2003).

As exportagcbes brasileiras e dos demais paises pertencem a
Comunidade Européia. Atualmente deparam-se com as exigéncias de
natureza metroldgica, que em varias circunstancias tem causado

distincbes juridicas, dadas as metodologias (capacidade de medicéo),
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ora utilizadas para medir substancias de interesse comercial (LEITE,
2002).

Neste sentido, a garantia e a confiabilidade dos materiais de
referéncia produzidos pelo INMETRO sao decorréncia do trabalho de
intercomparagcdes com outros institutos nacionais de metrologia que
constituem uma cadeia de rastreabilidade. A partir de uma série de
regulamentacdes e normas e das comparacgdes entre os laboratorios, a
cadeia permite rastrear a procedéncia do material, garantindo, assim,
sua qualidade. O INMETRO, portanto, € rastreado internacionalmente e
faz parte do Sistema Internacional de Unidades (SI) (INMETRO, 2003).

As associacOes de produtores e cooperativas agricolas da Unido
Européia (UE) tem solicitado a proibicdo da importacdo de uma seérie
de produtos alimentares brasileiros. A alegacéo € a falta padréo de
qualidade internacional. Em marco deste ano, a UE suspendeu a
importacdo do mel brasileiro alegando a presenca de substancias
contaminantes proibidas (LEITE, 2002).

No Brasil, o INMETRO ocupa o topo da hierarquia metrologica.
Ou seja, é ele quem pesquisa e desenvolve materiais de referéncia,
certificados para medicbes a serem realizadas por outros laboratorios,
publicos ou privados. Estes laboratérios também podem desenvolver
materiais de referéncias secundarios, respeitando a chamada cadeia
de rastreabilidade. Na divisdo de metrologia quimica, o INMETRO
conta com cinco laboratérios localizados no Parque Tecnoldgico de
Xerém, em Duque de Caxias, no Rio de Janeiro (INMETRO, 2003).

Diante da competitividade e dos embates politicos em torno da
maior abertura dos mercados agricolas e do fim dos subsidios dados

pelos paises ricos aos seus agricultores, o rigor das regras e dos
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padrdes de qualidade e seguranca para produtos alimentares tornou-se
um fator relevante na arena do comércio internacional. Nesse contexto,
€ que a metrologia se impde, tornando-se uma area de pesquisa
estratégica na medida em que, para exportar, os produtores brasileiros
precisam respeitar normas de qualidade internacionais, através da
certificacdo de seus produtos por laboratérios metrolégicos de
credibilidade reconhecida (LEITE, 2002).

O INMETRO esta ligado ao Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior e o seu foco, portanto, € desenvolver

padrdoes de medicdo que sejam estratégicos para o pais.

Nesta direcao, foi langcado em abril de 2002, em parceria com 0
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPQ), um edital para selecdo de projetos para o Programa de
Capacitacdo Cientifica e Tecnolégica do INMETRO (Prometro), de
apoio a pesquisa tecnolégica e de inovacdo em metrologia cientifica e
industrial, com investimentos de R$ 7,6 milhées (INMETRO, 2003).

A divisdo de metrologia quimica do INMETRO que integra a
diretoria de metrologia cientifica e industrial foi criada em 2000. A
preocupacao com a confiabilidade das medi¢cdes quimicas, no mundo
todo, € bastante recente e a quimica € uma area da metrologia que
ainda esta em expanséao. Para se ter uma idéia, o Bureau Internacional
de Pesos e Medidas (BIPM), que reune todos os institutos nacionais de
metrologia, foi criado em 1875. O Comité Consultivo de Quantidade da
Matéria (CCQM), relativo a metrologia quimica e que integra o BIPM foi
criado somente em 1993 (INMETRO, 2003).
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O controle de qualidade, particularmente de vitaminas, tem
recebido a sua devida atencao pelo INMETRO, quando os
pesquisadores, estdo voltadas para a busca de métodos validados a
serem utilizados e que demonstrem confiabilidade, para alcancar novos

mercados e manter a competitividade das empresas.

3.2 Conceitos Basicos do Processo de Validacao

Vérios autores definem validacdo de meétodos e pode-se dizer
gue os conceitos continuam evoluindo e estdao constantemente sob
consideracao pelas agéncias reguladoras. Algumas definicbes podem

ser transcritas:

» “A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais,
que o0 método atenda as exigéncias das aplicagcdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados” (BRASIL, 2003).

» “Validacdo € o processo de definir uma exigéncia analitica e
confrmar que o método sob investigagdo tem capacidade de
desempenho consistente com o que a aplicagao requer’ (EURACHEM
WORKING GROUP, 1998).

« “Confirmacao por testes e apresentacido de evidéncias objetivas
de que determinados requisitos sdo preenchidos para um dado uso
intencional” (ISO/IEC 17025, 1999).

* A validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante

0 uso rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como 0 “processo
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que fornece uma evidéncia documentada de que o método realiza

aquilo para o qual é indicado para fazer” (US-FDA, 1999).

+ “Avaliacao sistematica de um procedimento analitico para
demonstrar que esta sob as condicbes nas quais deve ser aplicado”
(WHO, 1992).

Vérios artigos e revisdes tem sido publicados a respeito de
validagdo de métodos analiticos (ELLISON; THOMPSON; WOOD,
2002; SHABIR, 2003) os quais descrevem definicbes, procedimentos,

parametros e estratégias de validacgao.

Dentro do ambito geral de validacdo de meétodos € possivel
distinguir dois tipos (HILL, 1999; MASSART, 1994; ELLISON;
THOMPSON; WOOD, 2002; VAN DER VOET, 1999).

- O primeiro, chamado de validacdo no laboratério (in house
validation), consiste das etapas de validacdo dentro de um unico
laboratério, seja para validar um método novo que tenha sido
desenvolvido localmente ou para verificar se um método adotado de
outras fontes esta bem aplicado. A validacdo no laboratorio € utilizada
nas etapas preliminares do desenvolvimento do método e na
publicacdo de artigos para revistas cientificas, em que sdo avaliadas
todas as caracteristicas de desempenho da validacdo do método,
porém sem verificar a reprodutibilidade. Pode-se considerar esta etapa
como sendo preliminar a validagcdo completa (full validation) (ELLISON;
THOMPSON; WOOD, 2002).

- O segundo tipo, validacdo completa, envolve todas as

caracteristicas de desempenho em um estudo interlaboratorial que &
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utilizado para verificar como o método se comporta com uma
determinada matriz em varios laboratérios, estabelecendo a
reprodutibilidade do método e a incerteza expandida, associada ao
método como um todo. S6 assim o método pode ser aceito como um

método oficial para uma determinada aplicacao.

Protocolos internacionalmente aceitos tem sido estabelecidos
para a validacdo completa, mais precisamente o0 Protocolo
Harmonizado Internacional (HORWITZ, 1995) e o procedimento ISO
(International Standard Organization) (ISO/IEC 17025, 1999).

Estes protocolos requerem um numero minimo de laboratérios e
materiais testes para serem incluidos no estudo interlaboratorial para
validacdo completa do meétodo analitico. No Brasil os estudos de
comparacgoes interlaboratoriais sao coordenados pelo Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), através do Programa Brasileiro de

Metrologia em Quimica.

3.2.1 Aspectos Legais da Validacao

Existem razOes legais, técnicas e comerciais que justificam a
implantacédo da validacdo de métodos analiticos de separacao, apesar
de ndo haver uma norma estabelecida de &ambito nacional ou
internacional. Atualmente, para mostrar competéncia técnica, 0s
laboratérios que executam as analises devem submeter-se a uma
acreditacdo (accreditation) de um orgéo vigente de ambito nacional ou

internacional.
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No Brasil, a agéncia responsavel pela acreditacdo e verificacdo
da competéncia de laboratorios de ensaios € o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade Industrial)
(INMETRO, 2003). Este 6rgao disponibiliza guias para o procedimento
de validacdo de métodos analiticos como o documento INMETRO
DOQ-CGCRE-008, de mar¢o/200311. E importante esclarecer que
resolugcbes sao documentos com poder de lei, que devem ser
obedecidas e guias sdo documentos que sugerem uma linha a ser

seguida e sao, portanto, abertos para interpretacao.

Os guias sdo recomendacbes para deixar aos analistas a
flexibilidade de adapta-los de acordo com o método a ser utilizado
(KRULL, 1998).

Os parametros para validacdo de métodos tem sido definidos em
diferentes grupos de trabalho de organizagcdes nacionais ou

internacionais.

Infelizmente algumas definicdes séo diferentes entre as diversas
organizacbes. Uma tentativa para harmonizar estas diferencas foi feita
para aplicacbes farmacéuticas, através da ICH (International
Conference on Harmonization) (ICH, 1995), na qual representantes das
industrias e agéncias reguladoras dos EUA, Europa e Japao definiram
parametros, requerimentos e, em alguns casos, também metodologias

para validacdo dos métodos analiticos.

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
também redigiu um documento técnico que define um guia para

validacdo de métodos analiticos que tem sido utilizado pela ISO10.
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O guia internacional ISO/IEC 17025, €& especifico para
laboratérios de ensaio e de calibracdo, apresenta a “validacdo de
meétodos” como um dos requisitos técnicos importantes na qualidade
assegurada dos laboratoérios de ensaio, bem como a documentacao do
trabalho de validacdo (ISO/IEC 17025, 1999). O US-FDA (United
States Food and Drug Administration) também tem proposto guias com
respeito a validacdo de metodos (US-FDA, 1999).

Assim, 6rgdos como ICH, IUPAC, ISO, INMETRO e outros
exigem o item validacdo de meétodos analiticos como um requisito
fundamental na acreditacdo para qualidade assegurada e
demonstracdo de competéncia tecnica (ELLISON; THOMPSON;
WOOD, 2002; INMETRO, 2003).

O que se pode observar € que ndo ha um procedimento
normatizado que estabeleca como executar a validacdo de métodos

instrumentais de separacao.

Como estes organismos s&80 responsaveis por acompanhar e
credenciar a competéncia de laboratorios de ensaios é importante
ressaltar que as diferentes terminologias e até algumas caracteristicas
de desempenho do método tem, em sua maior parte, 0 mesmo
significado, porém descrito de uma maneira distinta, para aplicacfes

diferentes.
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3.2.2 Parametros de Desempenho do Método

A validacao deve garantir, através de estudos experimentais, que
o0 método atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando
a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
linearidade, intervalo linear, precisdo, exatiddao, sensibilidade,
seletividade, limite de quantificacdo, limite de deteccéo, robustez e
recuperacdo adequados a andlise. Deste modo, é importante ressaltar
gque todos o0s equipamentos e materiais devem apresentar-se
devidamente calibrados e os analistas devem ser qualificados e

adequadamente treinados (ICH, 1995).

3.2.2.1 Curva Analitica de Linearidade

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica
demonstrar que os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. A linearidade é obtida por padronizacdo interna ou
externa e formulada como expressdo matematica (equacdo da
regressao linear) usada para o célculo da concentracdo do analito a ser
determinado na amostra real (BARROS, 2002).

O coeficiente de correlacdo linear (r) é frequentemente usado
para indicar a adequabilidade da curva como modelo matematico. Um

valor maior que 0,90 €, usualmente requerido (ICH, 1995).

Recomenda-se que sua determinacdo seja realizada através da

analise do padrdo utilizado, com massas de no minimo 5 (cinco)
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concentracbes diferentes. Procedimentos alternativos devem ser

justificados.

Quando houver linearidade, os resultados devem ser analisados
por métodos estatisticos apropriados como, por exemplo, o calculo de
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. Deve-se
apresentar as curvas obtidas (experimental e a resultante do
tratamento matematico), o coeficiente de correlagdo linear e o

intercepto da reta.

3.2.2.2 Intervalos das Curvas de Calibracao

O intervalo da curva de calibracdao deriva do estudo de
linearidade do método e depende do objetivo de sua aplicacdo. As
amostras analisadas dentro do intervalo da curva de calibragcdo devem

apresentar linearidade, exatidao e precisao compativeis.

3.2.2.3 Precisao

A precisdo de um meétodo é a declaracdo da proximidade da
concordancia entre resultados de ensaios mutuamente independentes
e € normalmente expressa em termos de desvio-padrdo. Ela é
geralmente dependente da concentragcdo do analito, e esta
dependéncia deve ser determinada e documentada (BRASIL, 2005).
Em outras palavras a precisdo é descrita como a qualidade de ser
definida ou afirmada de forma nitida, sendo indicada pelo nimero de
digitos significativos na medida. No sentido estatistico mais restrito,
refere-se a reducdo do erro aleatério (GIBNEY; VORSTER; KOK,
2005).
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A precisdo deve ser determinada em um mesmo dia (precisao

intra-dia) e em dias diferentes (preciséo inter-dias).

Pode ser expressa como desvio padrao relativo, ou coeficiente de

variacao (CV%) conforme a seguinte equacao:

CV% = Desvio Padrao x100
Média

3.2.2.4 Exatidao

De acordo com Barros (2002), a exatiddo de um método analitico
é verificada quando sao obtidos resultados muito proximos em relacdo
ao valor aceito como verdadeiro. A exatiddo € calculada como
porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito
adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias
e o0 valor aceito como verdadeiro, acrescida dos intervalos de

confianca.

De acordo com Brasil (2005), a exatiddo deve ser determinada
ap0s o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9
(nove) determinacfes contemplando o intervalo linear do procedimento,
ou seja, 3 (trés) concentracbes, baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas cada. Os ensaios devem ser realizados num mesmo dia

(exatidao intra-dia) e em dias diferentes (exatidao inter-dias).
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A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada  experimentalmente e a concentracdo tedrica

correspondente.

A tendéncia implica numa combinacdo de componentes de erros
aleatérios e sistematicos. A determinacdo da tendéncia total em
relacdo aos valores de referéncia apropriados € importante no

estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes reconhecidos.

A tendéncia pode ser expressa como recuperacao analitica (valor
observado/valor esperado). A tendéncia deve ser corrigida ou
demonstrada ser desprezivel, mas em ambos 0s casos, a incerteza
associada com a determinacdo da tendéncia permanece como um

componente essencial da incerteza global.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidao de
um método s&o, dentre outros: uso de materiais de referéncia,
participacdo em comparacoes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios

de recuperacao.

3.2.2.5 Sensibilidade

Sensibilidade € um parametro que demonstra a variacdo da
resposta em funcdo da variacdo da concentracdo do analito. E a
habilidade do método de detectar pequenas variagdes de uma dada
matriz (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006).

Pode ser expressa pela inclinacdo da curva de regresséao linear
de calibracdo, e é determinada simultaneamente aos testes de

linearidade conforme a equacao abaixo:
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Onde: S = sensibilidade
dx = variagao da resposta

dc = variacao da concentracao

A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de
deteccdao utilizada (INMETRO, 2003).

3.2.2.6 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto especifico independente da matriz da amostra e de suas
impurezas. Para analise qualitativa (teste de identificacdo) € necessario
demonstrar a capacidade de selecdo do método entre compostos com
estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser
confirmado pela obtencdo de resultados positivos em amostras
contendo o analito, comparativamente com resultados negativos
obtidos com amostras que nao contém o analito, contendo estruturas

semelhantes.

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da
deteccdo. A especificidade refere-se a um método especifico para um
unico analito e a seletividade refere-se a um método utilizado para

varios analitos com capacidade de distin¢cao entre eles (ICH, 1995).
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Nos estudos de especificidade de métodos, procede-se
analisando solucao padrao do mesmo, em presenca de quantidades
conhecidas de possiveis interferentes (impurezas/excipientes/produtos
de degradacé&o), demonstrando-se que os resultados ndo sao afetados
pela presenca de tais componentes. Para tanto, compara-se 0s
resultados com aqueles obtidos a partir do ensaio de solucdes
semelhantes isentas do analito. Para testes de determinacao de
impurezas deve-se demonstrar, também, a separacéo individual dos

interferentes relevantes.

Na auséncia de padrdao do produto de degradacédo, sub-produto
ou impureza, a especificidade do meétodo pode ser determinada
comparando-se os resultados de analises de amostras contendo tais
componentes com os resultados de analises de mesmas amostras
utilizando-se outro método bem caracterizado e validado. Quando
apropriado, nestes casos, deve-se submeter as amostras a condi¢coes

de estresse: luz, calor, umidade, hidrélise e oxidacéao.

3.2.2.7 Limite de Quantificacao (LQ)

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicOes
experimentais estabelecidas. Onde o Ilimite de quantificacdo €
estabelecido por meio da analise de solu¢gdes contendo concentracdes
decrescentes do analito até o menor nivel determinavel com preciséo e
exatidao aceitaveis.

O Limite de Quantificacdo refere-se a concentracdo do analito

correspondente ao valor da média das amostras em branco mais 5, 6
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ou 10 desvios padrdo ou pode corresponder ao padrao de calibracao

de menor concentragcédo descontando o branco.

3.2.2.8 Limite de Deteccéo (LD)

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente

guantificada, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.

No caso de metodos nédo instrumentais (Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), titulacdo, comparacao de cor), a
determinacdo pode ser feita visualmente, sabendo que o limite de
deteccao € o menor valor de concentracédo capaz de produzir o efeito

esperado (mudanca de cor, turvacao, etc).

O limite de deteccdo é estabelecido através da andlise de
solugdes de concentragdes conhecidas e decrescentes do farmaco, até
o menor nivel detectavel. Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes

superior ao ruido da linha de base. Pode ser expresso pela equacgao:

LD =DP x 3,3 ic

onde: DP = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de
varias curvas de calibracdo construidas contendo concentracfes do
analito proximas ao suposto limite de quantificacéo.

O desvio padrédo pode ainda ser obtido a partir da analise de um
apropriado numero de amostras do branco; ic = inclinagdo da curva de

calibragao.
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3.2.2.9 Robustez

A robustez refere-se a sensibilidade do método apresentada nas
minimas variagdes que possam ocorrer quando este estd sendo
executado (QUINETE, 2005).

A avaliagao da robustez deve ser considerada durante a fase de
desenvolvimento do método. Ainda de acordo com Barros (2002),
constatando-se suscetibilidade a variacbes nas condi¢cdes analiticas,
estas deverdo ser adequadamente controladas ou precaucdes devem

ser incluidas no procedimento.

Exemplo de variagdes:

- Estabilidade das solucdes analiticas

- Tempo de extracdo

3.2.2.10 Recuperacéo

A recuperacdo mede a eficiéncia de um procedimento especifico
ou geral do método analitico dentro de um limite de variacdo. Moreno
(2003), aponta que porcentagens de recuperacdo proximas a 100%
sdo desejaveis, porém admite-se valores menores, por exemplo, de 50
a 60%, desde que a recuperacao seja precisa e exata. Este teste deve
ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta) com
solugbes padrdo nao extraidas, que representam 100% de

recuperacao.
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3.3 Vitaminas

Vitaminas sdo substancias essenciais ao metabolismo dos seres
vivos, sendo requeridas em quantidades diminutas e nao s&o

sintetizadas pelos mesmos.

As vitaminas constituem um grupo de substancias organicas de
composicdo quimica e funcgdes bioldgicas diversas, que séo fornecidas
em pequenas quantidades na dieta para sintese pelos tecidos.
Diversas reagdes metabdlicas sao controladas por enzimas e
coenzimas, algumas das quais consistem em uma vitamina (grupo

ativo) e um componente prostético como veiculo (FRANCO, 2004).

Dependendo da solubilidade, as vitaminas séo classificadas em
hidrossoluveis e lipossoltuveis. As vitaminas hidrossoluveis sdo aquelas
gue se dissolvem em agua, mas ndo em lipidios; algumas delas,
porém, sdo levemente solliveis em certos solventes organicos. Dentre
as vitaminas hidrossolUveis tem-se o0 acido ascoérbico (vitamina C),
acido nicotinico, biotina, riboflavina (vitamina B2), tiamina (vitamina
B1), piridoxina (vitamina B6), acido pantoténico, cianocobalamina
(vitamina B12) e &cido félico (ANICETO et al, 2000).

De acordo com Franco (2004), as vitaminas sao agentes
essenciais ativos para manutencdo das fungdes biolégicas, podendo
ocorrer na natureza como tal, ou sob a forma de precursores,

provitaminas, que sao ingeridas através dos alimentos.

A caréncia destas vitaminas pode ser originada tanto pela falta de
alimentos (populagdes carentes) ou por uma dieta mal equilibrada. No

caso dos paises ditos desenvolvidos uma grande maioria também
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padece deste mal devido a alimentacdo inadequada provocada, dentre
outros fatores, pelo ritmo estressante da vida moderna e também
devido a ingestao de doses excessivas de medicamentos que inibem a

acao das vitaminas no organismo (ANICETO et al, 2000).

Atualmente inumeros trabalhos evidenciam a importancia das
vitaminas do complexo B e em especial a Biotina, também conhecida
por vitamina B7, vitamina H, coenzima R, fator X, fator W e vitamina

Bw, conforme a funcéo bioldgica apresentada (RODOVALHO, 2008).

A biotina é soluvel em agua e alcool, estavel ao calor e instavel a
oxidacao, luz e radiacdo. Além disto é utilizada como componente das
formulacbes farmacolégicas, no tratamento de doencas de pele, na
elaboracdo de cosméticos, adicionada a racdo animal atuando como

agente de crescimento.

A biotina € um ativo acido organico, sendo sua forma ativa a d-

isdmero. Sua estrutura quimica pode ser visualizada na Figura 1.

O
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Figura 1 - Estrutura quimica da biotina
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Pesquisas recentes indicam que a biotina tem papel na
expressao dos genes, podendo atuar na replicagao do DNA. Atua em
todas as células vivas, promovendo o crescimento de bactérias,
leveduras e ainda pode ser sintetizada por bactérias intestinais. A
sintese intestinal da biotina pode ser inibida pela administracao de

substancias de acdo antimicrobiana (FRANCO, 2004).

Neste sentido a absorgéo de biotina é alterada em individuos que
apresentam resseccao gastrica, producao insuficiente de suco gastrico
e acloridria (auséncia de HCI no suco gastrico). Em alguns casos é
indicada terapia biotinica. A biotina apresenta forte ligacao funcional

com a piridoxina, niacina, riboflavina e tiamina (FRANCO, 2004).

Ainda é considerada um co-fator responsavel pela transferéncia
de diéxido de carbono em varias enzimas carboxilases, esta envolvida
na biossintese de acidos graxos, gliconeogénese, producédo de energia
e metabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada (ZERZANOVA et
al, 2007).

A vitamina H amplamente esta distribuida em muitos alimentos e
suas principais fontes sdo carnes vermelhas, em especial figado
bovino, gema de ovo e o levedo. Ainda peguenas concentragdes de
biotina podem ser encontradas em cereais, castanha e hortalicas.
Todavia segundo Rodovalho (2008), a vitamina H pode ser encontrada
em Varios microrganismos, algas, animais e plantas na sua forma livre

ou ligada a uma proteina.

A deficiéncia de biotina estd associada a manifestacdes
neurologicas, erupcdo na pele, perda de cabelo e distarbios

metabolicos. Apesar destes dados destacarem a importancia da biotina
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como um nutriente essencial, o papel desta em células permanece
incompreendido (GRAVEL; NARANG, 2005).

Estudos recentes sobre a atuacdo da biotina em células podem
mudar a perspectiva sobre o consumo ideal na alimentacao e do
significado por tras dos sintomas de individuos com a deficiéncia de
biotina, genética ou adquirida (GRAVEL; NARANG, 2005).

A biotinidase € uma enzima hidrolase de fundamental importancia
no metabolismo da biotina. Sua funcdo € liberar a biotina ligada
covalentemente a proteina (dieta) ou aos peptideos (biocitina -
substrato natural) contribuindo favoravelmente para absorcdo de
biotina e evitando possiveis deficiéncias (HEALY et al, 2009). Por outro
lado estdo alguns tipos de proteinas (avidina) que se comportam como
antagonistas da vitamina H de forma irreversivel, impedindo sua
absorcéo pelo organismo (FRANCO, 2004).

Segundo Zerzanova et al (2007), a dose diaria de ingestao
definida para biotina € cerca de 30 a 100 ug /dia, suficiente para manter
o cabelo saudavel, a pele, glandulas, tecido nervoso e 0ssos. De
acordo com Franco (2004), criancas de seis meses de idade e adultos
excretam mais biotina nas fezes e na urina do que a quantidade

ingerida.

As técnicas analiticas para a determinacdo da biotina podem ser
divididas em quatro categorias principais (ZERZANOVA et al, 2007):

1 - Meétodos microbioldgicos, com base no crescimento de
microrganismos em presenca de biotina, muito sensivel, demorado e

apresenta baixa especificidade. Este método € utilizado para
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determinar biotina em baixas concentragcdes. O microrganismo requer
biotina para o seu crescimento e reproducéo. Este € incubado junto a
diluicdo de amostras. O consequente aumento de turbidez do extrato €
medido e correlaciona-se com o conteddo de biotina da amostra.
Porém pode haver algumas interferencias na determinacdo de biotina
pois 0s microrganismos podem ser inibidos por certos antibiéticos e

metais pesados.

2 - Técnicas biolégicas baseadas no desenvolvimento animal.
Estas sdo usadas principalmente para a determinacdo de biotina em

géneros alimenticios.

3 - Ensaios de ligacdo: fazem uso da formacdo de complexos
proteicos como por exemplo avidina especifica ou estreptavidina que
guando associada a biotina pode reduzir sua disponibilidade e provocar

complicagbes na investigacéo do analito.

4 - O ultimo grupo inclui todos os métodos fisico-quimicos tais
como: titulacdo potenciométrica, espectrofotometria, polarografia,
cromatografia em camada fina, cromatografia gasosa, cromatografia
liquida de alta eficiéncia e zona eletroforese (ZERZANOVA et at, 2007).

De acordo com as técnicas analiticas mensuradas acima, para
garantir que um método analitico gere informacdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra testada, este deve sofrer uma avaliagcéo
denominada validacdo (ROCA et al, 2007).

No entanto, a necessidade de se mostrar a qualidade das
analises quimicas estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida,
pois dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes

desastrosas e a prejuizos financeiros irrecuperaveis (RIBANI et al,
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2004). A validacdo é 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).

Quando se trata de medicamento, por exemplo, qualquer falha
minima no processo pode trazer prejuizos a saude de consumidores e
ao nome da industria no mercado. Atualmente, grande énfase se tem
dado a validacdo, certificacdo e qualificacdo de instalacéo,
equipamento, processo e metodologia analitica, porém a falta de uma
padronizacdo de linguagem do setor dificulta o entendimento total dos
termos (VALENTINI, 2002).

Paralelamente a validacdo de meétodos, a validacdo de um
processo pode ser definido como “confirmagao por analise e obtencéao
de evidéncia objetiva de que o0s requisitos particulares de uma
aplicagdo especifica podem ser consistentemente conseguidos”
(BASQUES, 2007).

Neste sentido, o termo “validade” refere-se ao grau com que um

instrumento representa bem um objeto medido (SLATER et al, 2003).

A validacdo € o grau de inferéncia que pode ser tirado de um
estudo, a representatividade da amostra do estudo e a natureza de sua

populacao fonte. Esta pode ser dividida em interna e externa.

- A validacao interna refere-se a individuos ou elementos ou

guaisquer substancias que realmente integram a amostra.
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- A validacdo externa refere-se a extensdo dos achados de
uma amostra para uma populacao alvo (GIBNEY; VORSTER; KOK,
2005).

E essencial que os estudos de validacio sejam representativos e
conduzidos de modo que a variacdo da faixa de concentracdo e 0s
tipos de amostras sejam adequados. A frequéncia com que o método
sera utilizado (muitas vezes em um dia, uma vez em um dia para um
estudo rapido, uma vez em um més, etc) também influencia o tipo de

estudo de validacdo que é necessario.

Os parametros analiticos devem ser baseados na intencdo do
uso do método. O objetivo do método pode incluir também os
diferentes tipos de equipamentos e os lugares em que sera utilizado,
ou seja, se 0 método é desenvolvido para ser utilizado em instrumento
e laboratério especifico, ndo ha necessidade de usar instrumentos de
outras marcas ou incluir outros laboratorios nos experimentos de
validacao. Desta forma, os experimentos podem ser limitados para o

gue realmente € necessario (RIBANI et al, 2004).

Para tanto, é de fundamental importancia estabelecer um bom
procedimento de validacdo que requer habilidade em validar rapido, e
com um numero adequado de analises, sem perder a qualidade das
estimativas, o que € um desafio na rotina de um laboratério devido as
restricbes de tempo, custo e potencial instrumental (RIBEIRO et al,
2008).

Para otimizacdo dos resultados se faz necessario o uso de
parametros estatisticos adequados, indicado para demonstracdo de
evidéncia objetiva da validade do meétodo (BARROS, 2002). Diz-se,
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entdo, que uma medicdo é validada quando estd livre de erros

sistematicos.

O procedimento de validagdo descreve a identificagcao dos erros
de medicdo e ndo o método do qual se derivam as medidas (SLATER
et al, 2003).

Porém é importante esclarecer que os conceitos de validacédo de
métodos continuam a evoluir e estdo sempre sob consideracao.
Correlacionando-se o desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de
métodos de uma maneira logica e organizada, os laboratérios podem
gerar resultados bastante eficientes e produtivos. Este € um processo
tedioso, mas a qualidade dos resultados gerados esta diretamente
relacionada com a qualidade deste processo.

Portanto, este trabalho pretende abordar de forma sistematica
consideracdes metodologicas para a realizacdo de estudos de
validacdo da biotina que sera determinada pela titulacédo

potenciométrica.

3.4 Validacéo e a Escolha do Método Analitico

A pesquisa é um processo detalhado para descobrir fatos novos
ou antigos examinados e conferidos pelo estudo cientifico de uma
determinada substancia ou através de uma pesquisa critica (GIBNEY;
VORSTER; KOK, 2005). Entdo se faz necesséaria a utlizacdo de

métodos confidveis e aplicaveis para realizacdo das pesquisas.

Verificagbes precisam ser realizadas para garantir que as
caracteristicas de desempenho de um método sejam entendidas e para

demonstrar que o meétodo seja cientificamente coerente, sob as
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condicbes nas quais ele deve ser aplicado (BRASIL, 2005). Neste
trabalho estas verificacbes referem-se a validacdo de métodos
analiticos, que consiste num processo dinAmico e constante com inicio
nas fases de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo do método e na
qualificacédo dos instrumentos, materiais, pessoal e continua na fase de

experimentos e transferéncia do método.

De acordo com a ABNT (2001), recomenda-se que os métodos
desenvolvidos internamente sejam descritos em procedimentos

documentados, que contenham:

identificacdo adequada do procedimento

. escopo

. descricdo do tipo de item a ser ensaiado ou calibrado

. parametros ou grandezas e faixas a serem determinadas

. referéncia a equipamentos (incluindo o0s requisitos de

desempenho técnico)

. referéncia a uso de padrbes de referéncia e materiais de
referéncia
. determinagcéo das condicbes ambientais requeridas e periodo de

estabilizacdo necesséario

. descricdo de todas as etapas do ensaio/calibracdo, critério e
requisitos para aprovacao ou rejeicao.

. mencao aos dados a serem registrados e ao método de analise

. apresentacao dos resultados e referéncia ao procedimento para

determinacao da incerteza de medicao.

Além disto, se faz necessario alguns pré-requisitos para garantir a
confiabilidade dos resultados, entre eles: pessoal qualificado,

reagentes analiticos de grau PA (pureza analitica), padrbes
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certificados, vidrarias classe A calibradas, amostragem representativa e

ferramentas estatisticas.

E de extrema importancia identificar o tipo de método analitico
que apresenta melhor desempenho para elaboragcao dos experimentos;

tais como: método normalizado ou método nao normalizado.

- O meéetodo normalizado refere-se a organizagbes que elaboram
normatizacdes, cujos metodos sao aceitos pelo setor técnico em
guestdo, como exemplo podemos citar ABNT (Associacdo Brasileira

de Normas Tecnicas).

- O método ndo normalizado € desenvolvido pelo préprio
laboratério ou adaptado a partir de métodos normalizados e validados,
como exemplo métodos publicados em revistas técnicas (INMETRO,
2003).

A validacdo de um padrédo ou método colaborativamente testado
nao deve ser considerada implicita, a despeito de quao impecavel seja
a origem do método. O laboratdrio deve se certificar de que o grau de
validacdo de um método especifico € adequado ao fim proposto, e que
o0 proprio laboratério € capaz de verificar quaisquer critérios de
desempenho declarados (BRASIL, 2005).

Métodos desenvolvidos internamente devem ser adequadamente
validados, documentados e autorizados antes do uso. Onde eles
estiverem disponiveis, materiais de referéncia com matrizes
combinadas devem ser usados para determinar qualquer tendéncia, ou
guando isto ndo for possivel, os resultados devem ser comparados
com outras técnicas, de preferéncia baseadas em diferentes principios

de medicéo.
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A medicdo da recuperacdo de analito fortificado,
gravimetricamente adicionado, medicao dos brancos e o estudo de
interferéncias e efeitos matriciais podem ser também usados para
verificacdo da tendéncia ou recuperacdo imperfeita. A estimativa da
incerteza deve fazer parte deste processo de validacdo e, além de
cobrir os fatores acima, deve abordar questbes, tais como a
homogeneidade e estabilidade das amostras (BRASIL, 2005).

Segundo Brasil (2003), para realizacdo da validacdo de métodos
analiticos pode-se utilizar quatro categorias e seus respectivos ensaios

como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Tipos de testes aplicados aos ensaios de validacao

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para determinacdo de substancia ativa

em produtos farmacéuticos ou matéria-prima

Il Testes quantitativos ou ensaio limite para determinacéo de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas.

[l Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberacao do ativo).

AV Testes de identificacéo

(BRASIL, 2003).

O presente trabalho se enquadra na categoria |.

Para cada tipo de método analitico desenvolvido (categoria), um

conjunto de testes € exigido como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2: Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico,

segundo sua finalidade.

A Categoria Categoria ll Categoria .
Parametro o o Categoria IV
I Quantitativo Ensaio limite 11l
Seletividade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&ao
Precisao
Repetitividade Sim Sim N&o Sim N&o
Intermediaria ** * Nao * N&o
Limite de .
. Nao Nao Sim * Nao
deteccao
Limite de . _ . .
o Nao Sim Nao * Nao
guantificacéo
Exatidao Sim Sim * * N&ao
Robustez Sim Sim Sim N&o N&ao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo é necessaria

comprovacao da Preciséo Intermediaria.
Fonte: BRASIL, 2003.

Portanto de acordo com a Tabela 2, as principais caracteristicas

investigadas no processo de validacédo para demonstrar o desempenho

do método sao: seletividade,

repetitividade, exatidao e robustez.

linearidade, intervalo, precisdo por
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3.5 Potenciometria

Os métodos potenciométricos sdo baseados na medida do
potencial de células eletroquimicas na presenca de correntes,
utilizando sistemas eletronicos de alta resisténcia de entrada
(TAVARES, 2002).

De acordo com Baliza (2006), a definicho da técnica
potenciométrica pode ser expressa como “conjunto de técnicas
instrumentais que visam as determinacfes de concentracdes e
atividades de espécie ibnicas em solucdo”. Para realizar tais
determinacdes se faz necessario a utilizacdo de dois eletrodos para os

guais se mede a diferenca de potenciais (E) entre eles.

Ambos eletrodos devem estar imersos na solugcdo em estudo,
sendo um conhecido como eletrodo indicador, que € seletivo para um
determinado ion, tornando possivel a obtencdo da concentracdo desse
ion através do valor do potencial medido e outro conhecido como

eletrodo de referéncia.

Moreno (2003), ressalta que na titulacdo potenciométrica
monitora-se as variacbes da fem (forca eletromotriz) de uma célula
eletroquimica, a medida que se vai adicionando um reagente de
concentracdo exatamente conhecida a solugéo sob ensaio. O meétodo
pode aplicar-se a qualquer reacao titulométrica, para qual se disponha
de um eletrodo indicador, que permita seguir as variacdes da atividade
de uma, pelo menos, das substancias intervenientes. Nao €, neste
caso, essencial que se atinja um equilibrio reprodutivel, da mesma

forma, tem pouca importancia as caracteristicas dos eletrodos de
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referéncia, e apenas € necessario que a resposta de um dos eletrodos

do par seja substancialmente maior ou mais rapida que a do outro.

Além de permitir estabelecer o ponto de equivaléncia de uma
reagdo, o método pode, ainda, fornecer informacdes acerca da amostra
e suas reacdes, a partir do registro da curva de titulacdo
potenciométrica (MORENO, 2003).

3.5.1 Vantagens

Entre as vantagens da potenciometria, incluem-se a simplicidade,
rapidez, precisdo e facilidade de automacdo e controle por
microcomputadores, possibilitando o armazenamento de uma maior
guantidade de dados gerados nas analises. O equipamento utilizado

para os metodos potenciométricos é simples e de baixo custo.

Os equipamentos utilizados neste trabalho sao apresentados nas
Figuras 2 e 3. Os principais componentes na potenciometria sdo 0s
eletrodos, pois sdo eles os responsaveis pela conversdo da atividade
ibnica em potencial de cela (BALIZA, 2006).



Figura 3 - Agitador magnético
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O método apresenta ainda, grande aplicabilidade a solucbes
turvas, fluorescente, opacas ou coradas, ou quando ndo existem, ou
nao podem aplicar-se, indicadores visuais apropriados. Possibilidade
de determinacdo de uma sucessdo de pontos de equivaléncia, na

titulacdo de diversos componentes em uma mistura (MORENO, 2003).

Comparadas com os meétodos potenciométricos diretos, as
titulacdes potenciométricas oferecem, geralmente, maior rigor, a custa,
no entanto, de maior complexidade e perda de tempo. O rigor aumenta
porqgue 0s potenciais medidos se utilizam para detectar as rapidas
variagbes da atividade, que ocorrem proximas ao ponto de
equivaléncia, e esse ritmo da variacdo da forca eletromotriz €, em
geral, consideravelmente maior do que a variacdo do coeficiente
angular, que limita a precisdo da potenciometria direta. Na verdade, o
que interessa nao € o valor absoluto da fem, e sim a sua variagdo, em

funcéo do volume do reagente titulante adicionado (QUINETE, 2005).

Desta forma, é praticamente desprezivel o efeito dos potenciais

de juncao e dos coeficientes da atividade.

Em qualquer titulac&o, o problema maior consiste em identificar o
ponto exato em que as espécies que reagem encontram-se presentes
em guantidades equivalentes, ou seja localizar o ponto de equivaléncia.
Pode-se tracar a curva de titulacdo tomando em ordenadas o0s
sucessivos valores da fem da célula, em func&o do volume do reagente
titulante adicionado (VALENTINI, 2002).

Ao longo da maior parte da zona de titulacdo, a fem da célula

varia gradualmente, mas, proximo do ponto de equivaléncia, sofre
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variagao brusca ao mesmo tempo que o logaritmo da concentragao. O

problema reside em detectar exatamente esta brusca variacdo da fem.

O exame da curva no ponto de inflexao permite determinar este
termo, representado pelo ponto a que corresponde a variagdo maxima
da fem por unidade de volume do reagente titulante adicionado. A
nitidez do ponto de equivaléncia aumenta a medida que a respectiva

reacao se torna mais completamente quantitativa (MORENO, 2003).

Na imediata vizinhanca do ponto de equivaléncia, a concentracéo
do produto em analise torna-se muito pequena, a tal ponto que o ion ou
ions presentes ficam impossibilitados de condicionar o potencial do

eletrodo.

A fem da célula torna-se mais instavel e mal definida, porque o
eletrodo indicador deixa de estar equilibrado, isto €, ndo é rodeado por
guantidades suficientes das espécies eletroativas do sistema redox
desejado. Se agquelas espécies ndo se encontram demasiadamente
diluidas, bastara uma gota ou duas do reagente titulante para
ultrapassar o ponto de equivaléncia e atingir a regido estabilizada pelas

espécies eletroativas deste reagente (BARROS, 2002).

A posicdo do maximo, na curva da “primeira derivada”
corresponde ao ponto de inflexdo, na curva normal de titulacdo. No
entanto pode-se ainda obter o ponto de equivaléncia de forma mais
precisa a custa da “segunda derivada”, cuja curva é tragada tomando
em ordenadas o0 quociente entre a razdo dos incrementos da fem e
volume e o incremento do volume, contra o volume de titulante
adicionado, em abcissas (FARINELLI, 2008).
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A titulacdo potenciométrica quando realizada manualmente, seja
para obter uma curva de titulacdo pormenorizada, seja para localizar
com rigor o ponto de equivaléncia, constitui uma operacao fastidiosa e
demorada, e, no trabalho de rotina, n&o apresenta rapidez e
simplicidade. Com o advento dos tituladores automaticos estes
inconvenientes foram completamente sanados, dotando a titulacéao
potenciométrica de rapidez e simplicidade necessarias nas analises de
rotina (MORENO, 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

As determinagbes foram realizadas com auxilio de vidraria
calibrada e titulador potenciométrico automatico (Metrohm 848 Titrino).

Biotina, padrao primario, obtido junto a empresa Sigma Aldrich.

A matéria-prima utilizada foi biotina manipulada obtida junto a

uma drogaria na cidade de Araraquara/SP.

Os reagentes utilizados foram Acido cloridrico (HCI) 0,1IN e
Hidroxido de sddio (NaOH) 0,1N ambos de grau P.A.

4.2 Métodos

A determinacdo da concentracdo da biotina em solucao foi
realizada com auxilio da potenciometria, com eletrodo de vidro para
titulac&o acido-base.

Este tipo de titulacdo potenciométrica requer o controle constante
das diversas etapas, anotando o volume de reagente dosado e o
respectivo potencial. Os dados obtidos foram utilizados para
construgdo da curva de titulacdo, na qual € calculado o volume de
reagente gasto até o ponto de equivaléncia e a concentracdo da
espécie analisada. Aliguotas de biotina foram diluidas em meio alcalino
com 15mL de NaOH 0,1 N, sob constante agitac&o por trinta segundos
onde posteriormente a solucéo foi titulada com &cido cloridrico 0,1 N —
devidamente fatorado — e 0 ponto de equivaléncia da reacado
determinado pela méaxima variacdo da diferenca de potencial

apresentada, através do monitoramento com potencidometro.
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4.2.1 Padronizacao do HCI

Para padronizar o acido cloridrico (HCI) utilizou-se um padréo
primario, carbonato de sbédio (Na,COs), de valor conhecido,
considerando sua massa molecular 105,99 g/mol e valéncia 2,

utilizando-se a seguinte formula:

NxV= ml

mm/Valéncia

Onde: N = normalidade
V = volume de HCI gasto na titulagao
m; = massa de Na,CO;
mm = massa molecular de Na,CO;
Valéncia = 2

Colocou-se o padrao primario (Na,CO3) por duas horas em estufa
previamente aquecida a 105 °C para a retirada de umidade. ApoGs a
retirada da estufa, armazenou-se em dessecador e posteriormente

pesou-se.

Adicionou-se ao carbonato de sodio, agua recem destilada e 6
gotas de vermelho de metila. Em seguida foi realizada titulacdo com
HCI, anotando o volume gasto deste reagente até obter uma coloracéo
amarelo-vermelho identificada pelo ponto de viragem. Para calcular a
Normalidade do carbonato de sodio, as analises foram realizadas em

triplicata empregando a férmula a seguir:
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N = m

mm/Valéncia x V

O Fator de Correcao (FC) foi calculado utilizando 0,1N pela

seguinte férmula:

FC = N/real
N/aparente
Onde: FC = fator de correcao

N/real = normalidade real
N/aparente = normalidade desejada

4.2.2 Padronizagcao do NaOH

Para padronizar o hidroxido de sodio (NaOH) utilizou-se um
padrdo primario, biftalato de potassio (KCgHsO,), de valor conhecido,

considerando sua massa molecular de 204,22 g/mol.

Colocou-se o padrdao primario (KCgHs0O,) por duas horas em
estufa previamente aquecida a 105 °C para a retirada de umidade.
Apos a retirada da estufa, armazenou-se em dessecador e

posteriormente pesou-se.

Adicionou-se ao biftalato de potassio, agua recém destilada e 6
gotas de fenolftaleina. Em seguida foi realizada titulacdo com NaOH,
anotando o volume gasto deste reagente até obter uma coloracdo

résea identificada pelo ponto de viragem.

Para calcular a Normalidade do hidroxido de sodio, as analises

foram realizadas em triplicata empregando a formula a seguir:
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N = m

mm/Valéncia x V

Onde: N = normalidade
m = massa de KCgHs0,
mm = massa molecular de KCgHs0,4
V = volume de NaOH gasto na titulacéo

O Fator de Correcao (FC) foi calculado utilizando 0,1N pela

seguinte férmula:

FC=  Nlreal
N/aparente
Onde: FC = fator de correcao

N/real = normalidade real
N/aparente = normalidade desejada

4.3 Curva Analitica de Linearidade

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. A curva analitica de linearidade foi ensaiada com 10
repeticdbes para cada concentracdo de biotina no intervalo entre 5 a

35mg.
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4.4 Faixalinear de trabalho

O intervalo linear de trabalho da curva de calibracao deriva do
estudo de linearidade do método o qual foi calculado relacionando a

diferenca entre a massa determinada e adicionada de biotina (Y-Yo0).

45 Precisao

A precisdo de um método é a declaracdo da proximidade da
concordancia entre resultados de ensaios mutuamente independentes
e é normalmente expressa em termos de desvio-padrdo. Ela foi
determinada através da repetitividade de trés massas diferentes, sendo
cada uma delas submetida a 10 repeticbes, no mesmo dia, com

mesmo operador.

4.6 Exatidao

De acordo com Barros (2002), a exatiddo de um método analitico
é verificada quando sdo obtidos resultados muito préximos em relacéo
ao valor verdadeiro, a exatiddo é calculada como porcentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra,
ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito, acrescida dos intervalos de confianca. A partir de 10 repeticbes
de massas de biotina, adicionada a matriz (Aerosil 1%, estearato de
magnésio 1%, celulose microcristalina 20%, amido 40% e lactose
g.s.p.), em trés diferentes concentracdes, e apds obtencdo dos

resultados, calculou-se a sua exatidao.



61

4.7 Sensibilidade

Sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da
resposta em funcdo da variacdo da concentracdo do analito. E a
habilidade do método de detectar pequenas e deliberadas variacdes de
uma dada matriz (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006).

Pode ser expressa pela inclinacdo da curva de regressao linear

de calibracao.

4.8 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto especifico independente da matriz da amostra e de suas
impurezas. Para tanto, efetuaram-se 10 repeticbes de uma
determinada concentracao de biotina, adicionada a matriz descrita nos
itens 4.6 e 5.5, calculando a massa determinada na presenca desta

matriz.

4.9 Limite de Quantificacdo (LQ)

O Limite de Quantificacdo corresponde a massa determinada
com uma incerteza conhecida. No presente trabalho calculou-se a

massa com incerteza determinada em 10 repeticoes.
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4.10 Limite de Deteccéo (LD)

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente
guantificada, sob as condicbes experimentais estabelecidas. No
trabalho determinou-se o limite de detec¢c&o do equipamento pela raz&o
ruido/sinal apresentado pelo equipamento de acordo com a

concentracédo de analito presente na amostra.

4.11 Robustez

A robustez refere-se a sensibilidade do método apresentada nas
minimas variagdes que possam ocorrer quando este estd sendo

executado.

A avaliacdo da robustez deve ser considerada durante a fase de
desenvolvimento do método. Experimentalmente um protocolo fatorial
proposto por Yuden-Steiner, foi utilizado para avaliar a robustez, cujas
variaveis foram; concentracdo de NaOH, velocidade de agitacéo,
velocidade de adicdo do titulante, temperatura (EURACHEM
WORKING GROUP, 1998).

4.12 Recuperacgao

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de
um método analitico dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de
recuperacdo proximas a 100% sao desejaveis. Este parametro deve
ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
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extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta). Neste

trabalho realizaram-se 10 repeti¢cdes para 0s ensaios experimentais.

O ensaio de recuperacdo foi realizado por fortificagcao para
avaliacao da exatiddo do método. Para tanto, massas de biotina foram
determinadas previamente nas concentracbes de 5mg, 15mg, 25mg e
35mg. Para massa de biotina na concentracao de 5mg adicionou-se

concentragcbes de 10mg, 20mg e 30mg de biotina respectivamente.

Para massa de 15mg de biotina foi adicionada 15mg de biotina
para 0 ensaio de recuperacdo do método. Em 25mg de biotina
determinada previamente foi adicionada 25mg de biotina para verificar
a porcentagem de recuperagcdo. Para 30mg de biotina determinada

previamente foi adicionada 30mg de biotina. Visualizar Tabelas 3 e 4.

Para calcular a porcentagem de Recuperacédo considerou-se a
concentracdo de biotina determinada na amostra fortificada menos a
concentracdo de biotina determinada na amostra n&o fortificada
dividido pela concentracdo de biotina adicionada e multiplicada por
100. Posteriormente calculou-se a meédia, o desvio padrédo e o
coeficiente de variacdo, obtendo-se Gtima porcentagem de recuperacao

de biotina préxima a 100%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na constante busca pela satisfacdo dos clientes, internos e
externos, destacam-se as empresas voltadas para o programa de
Qualidade Total, cuja qualidade do processo € uma das caracteristicas
de destaque. Para que 0 processo possa resultar em produto ou
servico que corresponda a uma necessidade, utilizagcao ou aplicacao
gue satisfaca o cliente, este deve atender as especificacOes, estar
disponivel e proporcionar lucro. Desta forma, foi definido como objetivo
geral deste trabalho desenvolver e validar um método quantitativo para
doseamento da biotina utilizando a titulagcdo potenciomeétrica.

Neste sentido, a analise dos principais atributos da validacéo de
metodologia analitica da Biotina pode assegurar tanto a implantacéo
como a confiabilidade dos resultados analiticos.

A validacdo é um dos principais instrumentos da garantia da
gualidade, tornando-se ultrapassado o conceito de apenas controla-la.
Com este intuito, este trabalho proporcionou condicdes para se ter uma
visdo mais ampla da validacdo, em particular da validacdo de método
analitico, bem como sua importancia para diversos setores de uma
empresa.

Através da reviséo bibliografica, constatou-se que a validacédo é a
ferramenta adequada para garantir a confiabilidade de um processo
produtivo, de equipamento e, inclusive de método analitico, nos
diversos setores onde a qualidade do produto fabricado seja uma das
principais razdes da existéncia da empresa.

O modelo proposto e realizado através da parte experimental,
possibilitou atingir o objetivo especifico do trabalho, definido como
determinacao da biotina por titulacdo potenciometrica de neutralizagao,

investigando os parametros da validacdo de métodos analiticos. Com
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estas caracteristicas alcancadas, pode-se assegurar 0 cumprimento

das normas regulatorias.

5.1 Determinacdo da concentracdo da biotina na matéria-

prima e no padrao primario.

As Figuras 4 e 5 mostram o0s resultados obtidos para a
determinacdo da concentracdo de biotina contida na matéria-prima,
que foi utilizada para validar os parametros do método, comparando
com a concentracdo obtida da biotina no padrdo priméario. Para
determinar a sua concentracdo de biotina na mateéria prima, calculou-se
a relacdo entre os coeficientes angulares de equacdes da reta obtida

na titulagéo potenciomeétrica.

40 -
35 -
30 -

25

20 4 Y=A+BX

15 Y =0,36397 + 0,99289 X

10 R2 0,99999

massa (mg) de biotina determinada

T T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

massa (mg) de biotina adicionada

Figura 4 — Relacdo massa (mg) de biotina adicionada e determinada
do padrao (Sigma-Aldrich).
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35

30 +

25

20

154 Y=A+BX

10 Y =0,16036 + 0,98968 X

massa(mg) de biotina determinada

R2 =0,9999

T T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

massa(mg) de biotina adicionada

Figura 5 — Relagcdo massa (mg) de biotina adicionada e determinada

da matéria-prima.

Portanto o fator de correcdo a ser aplicado para determinar a
concentracdo de biotina na matéria prima é dado pela relacdo entre o
coeficiente angular da matéria prima/coeficiente angular do padrao, ou
seja 0,98968/0,99298 = 0,996676

5.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracéo de
biotina, dentro de um intervalo especificado (FREITAS; LEMOS;
MARIN, 2006).

Para tanto realizaram-se ensaios com cinco concentracoes
diferentes de biotina, no intervalo de 5 a 35mg da concentracdo a ser
preconizada pelo método.
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A linearidade é a capacidade de um método analitico de
demonstrar que os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (BRASIL, 2003).

A linearidade pode ser calculada a partir da equacao da

regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlacdo linear(r’) é frequentemente usado
para indicar o quanto deve ser considerada adequada a reta como
modelo matematico (QUINETE, 2005). Como os desvios de linearidade
sao dificeis de serem detectados visualmente, pode-se verificar a sua
adequacdao por meio do céalculo dos residuos entre os valores medidos
e os valores calculados a partir da equacao de regressao (INMETRO,
2003).

O grafico analitico deve apresentar os dados estatisticos de
intersecdo, da equacdo da regressdo linear e o coeficiente de
correlacdo ou de determinacdo. Assim, torna-se necessario o uso de
namero suficiente de solucdes-padrao para definir adequadamente a
relacdo entre a concentracao e a resposta. O grafico analitico pode ser
construido usando-se, no minimo, cinco valores de concentracdo
enquadrados no intervalo definido (AUDARN; BRESSOLLE; BROMET-
PETIT, 1996; McDONALD, 1999).

Julga-se satisfatoria a linearidade do grafico quando o coeficiente
de correlacdo da reta obtida ndo é estatisticamente diferente da
unidade (CURRIE; SVEHLA, 1994).

Embora sempre se busque obter relagcdo linear entre a
propriedade a ser medida e a concentracdo ou quantidade do analito

pode-se também admitir a relagdo n&o-linear (por exemplo, nas
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analises eletroguimicas, utilizando eletrodos de ion seletivo ou
biossensores (ROCA et al, 2007).

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar
resultados linearmente proporcionais a concentracdo do analito,
engquadrados numa faixa analitica especificada. Assim, € necessario
obter coeficiente de correlacdo estatisticamente igual a 1 (um) e

coeficiente angular diferente de O (zero).

Linearidade é o desempenho do equipamento de medicdo ao
longo de toda sua faixa de uso. E a diferenca da tendéncia numa
determinada faixa do Sistema de Medicdo (SM). As medicbes sado
efetuadas e a tendéncia registrada é observada. Através de um estudo

de regresséo verifica-se se a tendéncia é funcdo do valor de referéncia.

O estudo da linearidade do dispositivo de medicéo revela se a
tendéncia observada nos valores medidos € ou nao funcdo da

magnitude do valor medido.

No presente trabalho a linearidade foi obtida através do ensaio de
10 (dez) repeticbes de massas diferentes e calculou-se a sua
linearidade, entre as massas adicionadas de biotina e 0s respectivos
valores obtidos, pelo coeficiente de correlacdo, e o resultado é
mostrado na Figura 6. Nesta figura esta a equacéo da reta obtida e seu
coeficiente de correlacéo, existindo um excelente valor de correlacéo e

linearidade para o método proposto.
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40
35 -
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25 -
20
15

10 A Y =0,06446 + 0,99675 X

Massa determinada (mg)

5 R2=0,99997
0 I B
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Massa adicionada (mg)

Figura 6 — Determinagcao da curva analitica de linearidade da biotina

obtida com n= 10 por titulagdo potenciométrica indireta.

A curva analitica de linearidade informa-nos apenas a linearidade
entre os valores adicionados do analito e a respectiva massa
encontrada, entretanto € necessario investigar dentro desta linearidade
observada, qual é o intervalo do méetodo em que a linearidade € obtida,
considerando a incerteza da medicdo. Para tanto calcularam-se os
valores de desvio-padrdo para cada determinagcdo de repeticao,
juntamente com sua média e a partir da relacédo entre o coeficiente do
desvio e média, pela massa nominalmente adicionada, obteve-se a
Figura 7 . Os resultados indicam que a menor incerteza de medicdo na

curva analitica situa-se entre 10 e 35 mg.
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Massa determinada (mg)

Y = massa de biotina determinada

Yo= massa de biotina adicionada

Figura 7 — Avaliacdo da linearidade a partir dos residuos (Y-Yo0)
obtidos a partir de massa de biotina determinada e dos valores de Yo,

calculados.

5.3 Faixalinear de trabalho

A faixa linear de trabalho de um método de ensaio é o intervalo
entre os niveis inferior e superior de concentracdo do analito para o
qgual foi demonstrado ser possivel a determinacdo com a precisao,
exatiddo e linearidade, exigidas sob condicdes especificas para o
ensaio. A faixa linear é definida como a faixa de concentracdes na qual
a sensibilidade pode ser considerada constante e € normalmente
expressa nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método
analitico (INMETRO, 2003).
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No limite inferior da faixa de concentragcao, os fatores limitantes
sao os valores dos limites de deteccao e de quantificagcao. No limite
superior os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do
equipamento de medicado (QUINETE, 2005).

Em qualquer método quantitativo, existe uma faixa de
concentracfes do analito no qual o método pode ser aplicado. Os
primeiros valores da faixa podem ser os valores dos limites de
deteccdo e de quantificacdo e os ultimos dependem do sistema de

resposta do equipamento de medicao (US-FDA, 2000).

Para escolher a faixa de trabalho procede-se da seguinte
maneira: quando se tem uma amostra especifica, a concentracéo
esperada deve se situar no meio da faixa de trabalho e quando a
concentracdo do analito € desconhecida utiliza-se a faixa de trabalho

estudada para amostras diversificadas (ICH, 1995).

Na Figura 8, encontramos um intervalo de trabalho, situado entre
10 e 35 mg, entretanto, se assumirmos precisdo esperada melhor que
1%, a faixa linear de trabalho sera de 20 a 35 mg de biotina, assumindo
uma precisdao melhor que 2% a faixa linear de trabalho permanece

entre 10 e 35 mg de biotina.
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Figura 8 — Determinagao do limite inferior da faixa linear de
trabalho, através da correlacéo (S/x) 100 (%) x massa de biotina
determinada. Assumiu-se precisdo esperada para 0 método

melhor que 1%.

5.4 Limite de Deteccao e de Quantificacao

O LD representa a menor concentracdo da substancia em analise
gue pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, ou

seja, demonstra a sensibilidade ao principio ativo (ROCA et al, 2007).

Na verdade quando séo realizadas medidas em amostras com
baixos niveis do analito ou de uma propriedade, € importante identificar
o menor valor da concentracdo que pode ser detectado pelo método

analitico.
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O limite de deteccdo do equipamento (LDE) é definido como a
concentracdo do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a
razao ruido/sinal do equipamento (INMETRO, 2003).

7

O limite de deteccdo do método (LDM) é definido como a
concentracdo minima de uma substancia medida e declarada com 95%
ou 99% de confianca de que a concentracdo do analito € maior que
zero. O LDM é determinado através de analise completa de uma dada
matriz contendo o analito (INMETRO, 2003).

O LDM para um procedimento analitico pode variar em funcéao do
tipo da amostra. Portanto é fundamental certificar-se de que todas as
etapas de processamento do método sejam incluidas na determinacao
deste limite de deteccédo (INMETRO, 2003).

O LD de um analito é muitas vezes determinado pela analise
repetida de uma porcdo de amostras de brancos, e € a concentracao
de analito cuja resposta € equivalente a resposta média de brancos
mais trés desvios padrédo. E possivel que seu valor seja diferente para
diferentes tipos de amostra (BRASIL, 2005)

O LD do método sera determinado experimentalmente utilizando

sucessivas diluicdes a partir da solugdo padréao de concentracéo 0,1N.

O LQ €& a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitdvel de precisdo e veracidade.
Segundo Brasil (2005), ele deve ser estabelecido usando-se uma
amostra ou padrdo de medida apropriado, isto €, ele € normalmente o
ponto mais baixo na curva de calibragao (excluindo o branco). Pode ser

considerado como sendo a concentracdo do analito correspondente ao
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valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-padrao da medicdo
do branco (INMETRO, 2003).

A diferenca entre os limites de deteccdo e de quantificacdo é a

ordem de grandeza das incertezas associadas (INMETRO, 2003).

Assim fatores consideraveis na definicdo dos limites de deteccao
sdo: ruido do equipamento, efeitos de matriz e interferentes e a

variabilidade nos processos de extracdo (QUINETE, 2005).

Este método mostrou que para o equipamento utilizado o limite
em que pode ser determinado o ponto de equivaléncia € de 5 mg,
portanto, este é o limite de deteccdo do equipamento, para este
método proposto, conforme o protocolo estabelecido para o estudo.
Valores abaixo deste o aparelho ndo mostra sinal confiavel para que se

possa fazer qualquer determinacéo.

5.5 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas,
produtos de degradacdo. A determinacdo da biotina foi realizada,
variando-se a luminosidade, a temperatura, umidade, presenca de
substancias oxidantes, a fim de verificar a influéncia destes parametros

na determinacao da biotina, pelo método proposto.

Estd relacionado a capacidade de reposta de um composto
especifico (de interesse) que esta associado a uma matriz com varias
substancias quimicas detectaveis ou ndo. Um método que produz
resposta para apenas um analito é denominado especifico (INMETRO,
2003).
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Assim a seletividade esta voltada ao processo de deteccéo
através da capacidade de medir com exatiddo o analito de interesse,
em presenca de outros componentes ou interferentes que possam

estar presentes na matriz da amostra (QUINETE, 2005).

A concentracdo de biotina foi determinada com massa adicionada
conhecida numa matriz que simula uma capsula, contendo aerosil
(1%), estearato de magnésio (1%), celulose microcristalina (20%),
amido (40%) e lactose q.s.p. Os resultados mostraram um valor médio
de biotina (massa adicionada de aproximadamente 25 mg)

determinada de 99,4% com desvio-padréo de 0,0345.

5.6 Precisao

Precisdo intermediaria € a precisdo intercorrida, ou seja,
refere-se a concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio,
mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisdo
intermediaria recomenda-se um minimo de 2 (dois) dias diferentes com
analistas diferentes.

Existem varios métodos para determinacdo e controle desse
parametro de qualidade, como por exemplo, por meio de grafico de
controle de amplitude, que poderédo ser aplicados para replicatas de

amostra e para padrbes estaveis ao longo do tempo.

Um método simplificado para estimar a precisdo intermediaria
baseia-se na execucao de:

* uma mesma amostra;

« amostras supostamente idénticas;

» padroes.
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Na verdade a precisdo pode ser expressa de diferentes maneiras,

dependendo das condi¢cdes em que for calculada (BRASIL, 2005).

Pode ser considerada em trés niveis diferentes: repetitividade,
precisao intermediaria e reprodutibilidade, sendo facultada a realizacéo
de dois itens (ROCA et al, 2007).

1. Repetitividade refere-se a concordancia entre os resultados

dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista, mesma
instrumentagcdo, mesmo método, mesmo material, mesmo laboratorio
(BRASL, 2003), ou seja, refere-se ao grau de concordancia entre os
resultados das analises individuais, quando o procedimento é aplicado
repetidamente a muiltiplas analises da mesma amostra homogénea, em
condicdes idénticas (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006).

2. Precisdo intermediaria refere-se a concordancia entre os

resultados do mesmo laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes ou mesmo equipamentos diferentes (BRASIL,
2003).

3. Reprodutibilidade esta relacionada aos resultados obtidos em

laboratorios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente
aplicados a padronizacdo de metodologia analitica (BRASIL, 2003). A
Reprodutibilidade é um conceito de precisdo relacionada a medicdes
feitas sob condicGes que podem ser reproduzidas, isto €. mesmo
método, operadores diferentes, equipamentos diferentes e longo
periodo de tempo entre as medi¢cdes (BRASIL, 2005).

A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos
da caracteristica da dispersdo dos resultados e pode ser determinada
por meio da analise de padrdes, material de referéncia ou adicdo ao
branco de vérias concentracdes da faixa de trabalho.
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A partir do desvio padrdo dos resultados dos ensaios sob

(139 4]

condicdo de repetitividade, calcula-se o limite de repetitividade “r’ que
capacita o analista a decidir se a diferenca entre analises duplicatas de

uma amostra é significativa para um nivel de confianca de 95%.

Para tanto, o protocolo projetado para este parametro foi
realizado envolvendo a repetitividade do método por 10 (dez)

determinacdes, contemplando o intervalo linear do método.

As Figuras 9 e 10, foram obtidas determinando a concentracao de

biotina em massa adicionada de aproximadamente 10 e 30 mg.

REPETITIVIDADE

120

100 -
80
60
40
20
0 A . . . . . . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 9 — Determinacao da preciséo por repetitividade, n= 10

para massa adicionada de 10 mg.
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REPETITIVIDADE
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20
0 A . . . . . . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 10 — Determinacdo da precisdo por repetitividade, n= 10

para massa adicionada de 30 mg.

5.7 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada apés o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo
verificada a partir de 10 (dez) determinacfes contemplando o intervalo

linear do procedimento.

A exatidao é expressa pela relacdo entre a concentracdo media
determinada  experimentalmente e a concentracdo tedrica

correspondente pela seguinte férmula:

CMe
E = x 100
Ct
Onde: CMe é a concentracdao média experimental

Ct é a concentracao tedrica
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Tabela 3 — Ensaio de recuperacao por fortificacao para avaliacdo da
exatiddo do método.

5mg* | 10 mg** R % 20 mg** R% 30 mg** R%
52 10,3 99,7 20,2 99,1 30,5 99,6
55 10,2 99,6 20,4 98,4 30,6 99,3
52 10,7 100,4 20,3 98,9 30,8 99,2
53 10,5 99,1 20,3 98,1 30,4 99,3
57 10,5 99,2 20,4 100,3 30,8 99,1
52 10,6 98,4 20,2 100,2 30,7 99,5
54 14,96 98,3 20,5 99,5 30,8 100,4
52 10,4 98,2 20,6 99,6 30,9 99,5
54 10,5 99,4 20,7 99,6 30,5 99,9
55 10,4 100,3 20,6 98,5 30,3 98,9
57 10,6 99,5 20,4 98,3 30,8 99,6
53 10,4 100,2 20,3 100,5 30,4 98,9
53 10,2 99,5 20,4 100,3 30,5 98,9

Média 99,36 99,33 99,39

Desvio 0,7284 0,8439 0,4329

padrao

CV% 0,7330 0,8495 0,4355

*massa de biotina determinada previamente

** massa de biotina adicionada

5.7.1 Recuperacéo

O ensaio de recuperacao consiste no meétodo mais utilizado para

validacao de processos analiticos. A recuperacao esta relacionada com

a exatidao,

pois

reflete a quantidade de determinado analito,

recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na

amostra (ABREU; MATTA; MONTAGNER, 2008).

O ensaio de recuperacdo visa garantir que o analito seja

analisado na totalidade de sua massa presente na amostra,

determinando a eficacia do método, uma vez que, ao receber qualquer



80

tipo de tratamento durante a analise, como a diluicdo, por exemplo, a
perda do analito durante o0 ensaio deve ser calculada
experimentalmente. Com o fator de recuperagao, o resultado fica mais

préximo da realidade analitica.

O fator de recuperacéo é obtido pela diferenca entre o produto
com analito e o produto sem o analito adicionado como mostra as
Tabelas 3 e 4 (FARINELLI, 2008).

Neste sentido a taxa de recuperacéo refere-se a relacéo entre o
resultado experimental obtido depois da analise de uma amostra,
fortificada com uma quantidade conhecida do analito, e o valor teérico

desta quantidade fortificada.

Segundo o INMETRO (2003), a recuperacdo €é calculada da

seguinte forma:

Recuperagéo (%) = | C; —C,_ (x 100

Cs

onde: C; = concentracao determinada na amostra fortificada;
C, = concentracao determinada na amostra nao fortificada;

Cs = concentracao adicionada.



Tabela 4 — Ensaio de recuperacao aplicado em massa adicionada de

biotina & uma mistura de excipientes.
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15mg*|{15mg*™*| R% | 25mg* |25mg**| R% |35mg*|35mg*™*| R%
15,3 15,22 99,5 25,4 25,29 99,6 35,5 35,23 99,5
15,4 15,27 99,2 25,3 25,14 99,4 35,4 35,11 99,2
15,6 15,61 100,121 |25,5 25,21 98,9 35,3 34,91 98,9
15,1 15,06 99,8 25,7 25,46 99,1 35,2 34,98 99,4
15,7 15,73 100,2 |25,8 25,61 99,3 35,5 35,21 99,2
15,0 14,95 99,7 25,6 25,39 99,2 35,7 35,37 99,1
15,3 14,96 97,8 25,7 25,46 99,1 35,6 35,70 100,3
15,6 15,31 98,2 25,8 25,59 99,2 35,7 35,52 99,5
15,7 15,62 99,5 25,8 25,85 100,2 |35,6 35,49 99,7
15,3 15,33 100,2 |25,6 25,62 100,12 |35,9 35,50 98,9
15,7 15,65 99,7 25,4 25,47 100,3 |35,6 35,42 99,5
15,4 15,44 100,3 |25,3 25,17 99,5 35,6 35,70 100,3
15,3 15,26 99,8 25,6 25,42 99,3 35,7 35,73 100,1
Média 99,53 99,47 99,50
Desvio 0,757 0,451 0,478
padréao

CV% 0,7605 0,4534 0,480

4

*Massa de biotina determinada previamente

** Massa de biotina adicionada

5.8 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que

este representa em face de pequenas e deliberadas variacdes. Diz-se

gque um método é robusto se se revelar praticamente insensivel a
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minimas alteracbes que possam ocorrer quando este esta sendo
executado (INMETRO, 2003).

Neste trabalho, a massa de biotina de aproximadamente 25 mg
foi ensaiada considerando as variacdes do protocolo fatorial proposto
por Yuden-Steiner (US-FDA, 1994). O Tratamento estatistico aplicado
para verificar se havia diferencas significativas entre os resultados

obtidos, comprovou que o método € robusto.

Ainda de acordo com Quinete (2005), com os dados obtidos dos
efeitos destes parametros, pode-se delimitar a faixa aceitavel de
valores a ser incluida no método final como podemos visualizar na
Tabela 5.
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Tabela 5 - Modelo e resultados experimentais para avaliacdo da
robustez pelo método de Yunden-Steiner (US-FDA, 1994).

Experimentos

Variacao dos

fatores
1 2 3 4 5 6 7 8 Nomi | Varia
Nal | cdes
Temperat | 31 31 31 31 27 27 27 27 31 27
ura
Conc. 011012 01 |0,22| 0,2 |0,22| 0,1 |0,22| 0,1 0,12
NaOH
Conc.HCI| 01 | 0,1 (0,22 0,2 |0,12| 0,1 {0,222 | 0,1 0,1 0,12
Agitacao N L N L L N L N N L
Vol. 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20
Adicdodo | pL uL uL uL uL uL uL uL
HCI
Vol NaOH | 15 15 12 12 15 15 12 12 15 12
% 99,7 199,5]1998 (995 (99,6 | 99,7 | 99,6 | 99,7
Recupera
Cao
Média 25,4 | 25,3 | 25,2 | 25,3 | 25,2 | 25,3 | 25,2 | 25,3
Desvio- | 0,45 (0,51|0,34|0,43|0,47 | 0,46 | 0,38 | 0,35
padréao

Onde: N = Normal
L = Lenta
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6 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, através dos experimentos

executados, podemos afirmar que:

1 — O método de doseamento da biotina, através da titulacao
indireta utilizando pontencidmetro automatico demonstrou linearidade
no intervalo de 5 a 35 mg, com adicéo inicial de 15 mL de NaOH 0,1N,
e 0 excesso de &lcali determinado por titulacdo com HCI 0,1N, todos

devidamente corrigidos a sua molaridade com padrfes primarios.

2 — O intervalo linear observado no protocolo experimental de
validacéao é de 10 a 35 mg, desde que seja utilizado volume de 15 mL

de solucéo de NaOH 0,1N inicial.

3 — A faixa linear de trabalho compreende o intervalo de 20 a 35
mg de biotina, quando queremos assumir uma precisao melhor que

1%; para uma precisdao melhor que 2% o intervalo € de 10 a 35 mg.

4 - O limite detectado observado para as condicbes do
equipamento é de 5 mg. O limite de quantificacdo pode ser assumido

como 20 mg, para precisao de 1%.

5 — O ensaio conduzido para avaliar a robustez do método

permite assinalar que o método é robusto.

6 — A recuperacdo do analito é excelente, bem como a sua

seletividade.
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7 - O método proposto tem demonstrado ser superior aos

métodos relatados na literatura, com respectiva velocidade,

simplicidade, sensibilidade, baixo custo e baixa geracao de residuos.

8 - Estas vantagens associadas a alta exatiddo e precisao,

tornam o método adequado para o0 uso rotineiro.
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ATRIBUTOS DA VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO
DA BIOTINA EMPREGANDO A TECNICA POTENCIOMETRICA

Gabriela Soldi Gongalves®, José Paschoal Batistuti'*

Resumo

GONCALVES, Gabriela Soldi, M.Sc., Universidade Estadual Paulista, Araraquara,
Dezembro de 2010. Atributos da validacdo do método analitico para quantificacdo da
biotina empregando a técnica potenciometrica. Orientador: José Paschoal Batistuti.

O presente trabalho consiste no desenvolvimento de um método analitico, para determinacdo
de biotina, utilizando-se a potenciometria indireta. O objetivo é apresentar a validacdo de
métodos analiticos como um processo que estime eficiéncia da metodologia proposta na
rotina do laboratério para garantia da qualidade total. E um método que envolve
equipamento simples e pouco dispendioso como o potenciémetro, que possibilita medir com
precisdo o valor da concentracdo de biotina. O doseamento quantitativo de biotina baseia-se
no estudo das reacGes oscilantes do analito perante as andlises da titulacdo indireta
utilizando potenciémetro automatico. A concentracdo de biotina foi determinada com massa
adicionada conhecida numa matriz que simula uma cépsula, contendo aerosil (1%), estearato
de magnésio (1%), celulose microcristalina (20%), amido (40%) e lactose q.s.p. Os
resultados mostraram um valor médio de biotina (massa adicionada de aproximadamente 25
mg) determinada de 99,4% com desvio-padrdo de 0,0345. As condicdes experimentais como
temperatura, vidraria e concentracdo dos reagentes, foram otimizadas. Os parametros
investigados no processo de validacdo para demonstrar o desempenho do método foram:
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo tanto repetitividade, quanto intermediaria,
exatiddo e robustez. O tratamento estatistico dos dados da validacdo do método analitico
envolveu a determinacdo da média, do desvio padrdo e do coeficiente de variagdo. Para
obtencdo da curva de calibracdo se fez necessaria a determinacdo da equacdo da reta,
regressdo linear e coeficiente de correlacdo linear. Este método apresenta grande
aplicabilidade a soluc@es turvas, fluorescente, opacas ou coradas, ou quando ndo existem, ou
ndo podem aplicar-se indicadores visuais apropriados. Possibilidade de determinacdo de
uma sucessdo de pontos de equivaléncia na titulacdo de diversos componentes em uma
mistura. A metodologia para determinagé&o de biotina mostrou-se um procedimento eficiente,
na qual a montagem do sistema pode ser reutilizada em outros estudos de validacdo de
métodos analiticos apresentando baixo custo e pouca utilizacdo de reagentes.

Palavra-chave: biotina, validacao e titulacdo potenciométrica.
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Abstract

GONCALVES, Gabriela Soldi, M.Sc., Universidade Estadual Paulista, Araraquara,
December 2010. Validation attributes of the analytic methodology of the quantity biotin
through potentiometry. Adviser: José Paschoal Batistuti.

The present work shows the development of an analytical methodology for the
determination of biotin by using indirect potentiometry. The main goal is to present the
validation of analytical methods as a process to estimate the efficiency of the proposed
methodology in the laboratory routine for the guaranty of total quality. This method involves
simple and low cost devices as the potentiometer, which allows the precise measurement of
biotin concentration. The quantitative dosing of biotin is based on the study of the oscillating
chemical reactions with the analyte by performing the analysis of the indirect titration with
an automatic potentiometer. Biotin concentration was determined by adding a known mass
to a matrix that simulates a capsule containing aerosol (1%), estearato de magnésio (1%),
celulose microcristalina (20%), amido (40%) e lactose g.s.p. The results showed an average
value for the determination of biotin (added mass was ca. 25 mg) of 99.4% with a standard
deviation of 0.0345. The experimental conditions as temperature, glassware, and
concentration of the chemicals were optimized. The investigated parameters of the
validation procedure to demonstrate the performance of the method were: specificity,
linearity, interval, precision (repeatability and intermediate), exactness and robustness. The
statistical treatment of the data for the validation of the analytical method involved the
determination of the average value, standard deviation, and the variation coefficient. In order
to obtain the calibration curve, the line’s equation, the linear regression and the coefficient
of linear correlation were determined. This method shows great applicability for turbid,
fluorescent, opaque or color solutions, or if an appropriate visual indicator is not available or
cannot be applied. The method also shows the possibility for the determination of a
sequence of equivalence points on the titration of several components in a mixture. The
methodology for the biotin determination showed to be an efficient procedure, and the
system assembly can be reused in other validation studies of analytical methods with low
costs and low consumption of chemicals.

Keywords: biotin, validation and potentiometric titration.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou implementacdo de
método conhecido, envolve processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia, ou
“performance” na rotina do laboratorio, com evidéncias objetivas (BRITO et al, 2003).
Vérias definicdes estdo descritas na literatura para validacéo, tratando-se, portanto, de termo
nédo-especifico.

Determinado método é considerado validado se suas caracteristicas estiverem de
acordo com os pre-requisitos estabelecidos. Portanto, existe diferenga entre a execucdo de
experimentos que determinam os diversos parametros (coleta dos dados experimentais) e a
validacdo. Esta deve avaliar a relacdo entre os resultados experimentais e as questdes que o
método se propde a responder. O objetivo da validacdo consiste em demonstrar que o
método analitico é adequado para o seu propdésito (WALSH, 1999). A validacdo deve ser
considerada quando se desenvolve ou efetua adaptacbes em metodologias ja validadas,
inclusdo de novas técnicas ou uso de diferentes equipamentos.

A literatura dispde de varios trabalhos que relatam a validacdo de métodos analiticos
(AUDARN; BRESSOLLE; BROMET-PETIT, 1996; CAUSON, 1997; CHASIN; CHASIN;
SALVADORI, 1994; CURRIE; SVEHLA, 1994; FEINBERG; RAGUENES, 1999;
FRANCOTTE; DAVATZ; RICHERT, 1996; HUBERT et al, 1999; McDONALD, 1999;
PEREIRA et al, 2000; WIELING et al, 1996) e definem os critérios que devem ser seguidos
durante seu desenvolvimento. Dentre estes, muitos sdo das areas biologica (AUDRAN;
BRESSOLLE; BROMET-PETIT, 1996; CAUSON, 1997; HUBERT et al, 1999; WIELING
et al, 1996), farmacéutica (AUDARN; BRESSOLLE; BROMET-PETIT, 1996; CHASIN;
CHASIN; SALVADORI, 1994; FRANCOTTE; DAVATZ; RICHERT, 1996) e quimica
(CURRIE; SVEHLA, 1994; FEINBERG; RAGUENES, 1999; McDONALD, 1999;
PEREIRA et al, 2000). Tais artigos abordam os critérios de validagcdo de acordo com sua
area especifica, enfatizando a exatiddo, a precisdo e os limites de deteccdo e de
quantificacéo.

As aplicacdes da metrologia na area de quimica analitica ou controle de qualidade de
alimentos sdo enormes. Veja o exemplo das necessidades humanas de ingerir alimentos que
devem ter suas caracteristicas nutricionais em conformidade as especificacbes
regulamentadas e livres de componentes indesejaveis. Assim 0s exames laboratoriais devem
ser conduzidos por metodos que permitam obter resultados confidveis (THOMPSON, 2002).

A biotina, tambem conhecida como vitamina H, vitamina B; ou vitamina Bg, é

uma molécula da classe das vitaminas que funciona como cofator enzimatico. Necessaria no


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vitamina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cofactor_enzim%C3%A1tico
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metabolismo das proteinas e dos carboidratos, ela age diretamente na formacdo da pele e
indiretamente na utilizacao dos hidratos de carbono (aclcares e amido) e das proteinas. Tem
como principal funcdo neutralizar o colesterol (diretamente ligado & obesidade). E uma
vitamina hidrossoluvel. A biotina tem a formula quimica C19H1603N,S. As principais fontes
alimentares de biotina sdo frutas, nozes, ovos, carnes, leite e levedura. Também é produzida
por bactérias intestinais. A caréncia de biotina no homem apesar de rara pode causar
dermatite esfoliativa, conjuntivite, descoloracdo da pele e mucosas, furunculose, seborréia
do couro cabeludo e dores musculares (FRANCO, 2004).

A potenciometria €, atualmente, um método alternativo que permite o uso da
titulacdo para determinar as propriedades quimicas dos alimentos. Este é um método
primario, de custo reduzido e sem geracdo de residuos que podem agredir 0 meio ambiente,
cujos equipamentos ndo necessitam de vultuosos investimentos para o controle de qualidade
de matérias-primas ou produtos alimentares acabados.

Tendo em vista que a biotina é um 4&cido fraco, e pelas propriedades quimicas é
possivel determinar a sua concentracdo, atraves da titulacdo de neutralizacdo. Para tanto foi
proposto um método de titulacdo indireta, com auxilio de um potencidmetro automatico,
para efetuar a validacdo. O objetivo deste trabalho é desenvolver e validar um método
quantitativo para doseamento da biotina utilizando a titulagcdo potenciométrica automatica.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

As determinagdes foram realizadas com auxilio de vidraria calibrada e titulador
potenciométrico automatico (Metrohm 848 Titrino).

Biotina, padréo primario, obtido junto a empresa Sigma Aldrich.

A matéria-prima utilizada foi biotina manipulada obtida junto a uma drogaria na

cidade de Araraquara/SP.

Os reagentes utilizados foram Acido cloridrico (HCI) 0,1IN e Hidroxido de sédio
(NaOH) 0,1N ambos de grau P.A.

2.2 Métodos

A determinacdo da concentracdo da biotina em solucéo foi realizada com auxilio da
potenciometria, com eletrodo de vidro para titulacdo acido-base.

Este tipo de titulacdo potenciométrica requer o controle constante das diversas
etapas, anotando o volume de reagente dosado e o respectivo potencial. Os dados obtidos
foram utilizados para construgdo da curva de titulacdo, na qual é calculado o volume de
reagente gasto até o ponto de equivaléncia e a concentracdo da espécie analisada. Aliquotas
de biotina foram diluidas em meio alcalino com 15mL de NaOH 0,1 N, sob constante
agitacdo por trinta segundos onde posteriormente a solucéo foi titulada com acido cloridrico
0,1 N — devidamente fatorado — e o ponto de equivaléncia da reacdo determinado pela
méaxima variacdo da diferenca de potencial apresentada, através do monitoramento com

potenciémetro.

2.2.1 Padronizacéao do HCI

Para padronizar o acido cloridrico (HCI) utilizou-se um padrdo primario, carbonato
de sodio (Na,CO3), de valor conhecido, considerando sua massa molecular 105,99 g/mol e

valéncia 2.
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2.2.2 Padronizagdo do NaOH

Para padronizar o hidréxido de sodio (NaOH) utilizou-se um padrdo primario,
biftalato de potéssio (KCgHsO,), de valor conhecido, considerando sua massa molecular de
204,22 g/mol.

2.3 Curva Analitica de Linearidade

A curva analitica de linearidade foi ensaiada com 10 repeticbes para cada

concentracéo de biotina no intervalo entre 5 a 35 mg.

2.4 Faixa Linear de Trabalho.

O intervalo linear de trabalho da curva de calibracdo deriva do estudo de linearidade
do método o qual foi calculado relacionando a diferenca entre a massa determinada e
adicionada de biotina (Y-Yo0).

2.5 Precisao

A precisao foi determinada através da repetitividade de trés massas diferentes, sendo

cada uma delas submetida a 10 repeti¢cdes, no mesmo dia, com mesmo operador.

2.6 Exatidao.

De acordo com Barros (2002), a exatiddo de um método analitico é verificada
quando sdo obtidos resultados muito préximos em relacdo ao valor verdadeiro, a exatiddo €
calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado
a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito,
acrescida dos intervalos de confianca. A partir de 10 repeticbes de massas de biotina,
adicionada a matriz (Aerosil 1%, estearato de magneésio 1%, celulose microcristalina 20%,
amido 40% e lactose g.s.p.), em trés diferentes concentracfes, e apds obtencdo dos

resultados calculou-se a sua exatiddo.
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2.7 Sensibilidade
A sensibilidade foi determinada pela inclinacdo da curva de regressdo linear de

calibracdo, na determinacao da concentracdo da biotina, em diferentes massas adicionadas.

2.8 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto especifico
independente da matriz da amostra e de suas impurezas. Para tanto, efetuou-se 10 repeti¢oes
de uma determinada concentracdo de biotina, adicionada a matriz descrita no item 4.6 e 5.5,

calculando a massa determinada na presenca desta matriz.

2.9 Limite de Quantificacdo (LQ)

O Limite de Quantificacdo corresponde a massa determinada com uma incerteza
conhecida. No presente trabalho calculou-se a massa com incerteza determinada, em 10

repeticdes.

2.10 Limite de Detecgéo (LD)

Limite de deteccdo é a menor gquantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢des experimentais
estabelecidas. No trabalho determinou-se o limite de deteccdo do equipamento pela razao
ruido/sinal apresentado pelo equipamento de acordo com a concentracdo de analito presente

na amostra.

2.11 Robustez

A robustez refere-se a sensibilidade do método apresentada nas minimas variagdes

gue possam ocorrer quando este esta sendo executado.

A avaliacdo da robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento do

método. Experimentalmente, um protocolo fatorial proposto por Yuden-Steiner, foi utilizado
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para avaliar a robustez, cujas variaveis foram; concentracdo de NaOH, velocidade de

agitacdo, velocidade de adicdo do titulante e temperatura.

2.12 Recuperacao

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de recuperagdo proximas a 100%
sdo desejaveis. Este parametro deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de
amostras extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta). Para tanto, também

realizou 10 repeticOes para 0s ensaios experimentais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo proposto e realizado atraves da parte experimental, possibilitou atingir o
objetivo especifico do trabalho, definido como determinacdo da biotina por potenciometria
de neutralizacdo aplicando os pardmetros da validagdo de métodos analiticos. Com estas

caracteristicas alcancadas, pode-se assegurar o cumprimento das normas regulatorias.

3.1 Determinacdo da concentracdo da biotina na matéria-prima e no padrao
primario.

As Figuras 1 e 2, mostram os resultados obtidos para a determinacdo da concentragédo
de biotina contida na matéria-prima, que foi utilizada para validar os pardmetros do método,
comparando com a concentracdo obtida da biotina com o padrdo primario. Para determinar a
sua concentracdo de biotina na matéria prima, calculou-se a relacdo entre os coeficientes

angulares de equaces da reta obtida na titulagdo potenciométrica.
40
35

30

25

20 4 Y=A+BX

massa (mg) de biotina determinada

15 Y =0,36397 + 0,99289 X
10 + R2 0,99999
5
T T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

massa (mg) de biotina adicionada

Figura 1 — Relacdo massa (mg) de biotina adicionada e determinada do padréo (Sigma-
Aldrich).
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35 +
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20 +

154 Y=A+BX

10 - Y =0,16036 + 0,98968 X

massa(mg) de biotina determinada

R2 =0,9999

T T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

massa(mg) de biotina adicionada

Figura 2 — Relacdo massa (mg) de biotina adicionada e determinada da matéria-prima.

Portanto a fator de correcdo a ser aplicado para determinar a concentracao de biotina
na matéria prima € dado pela relacdo entre o coeficiente angular da matéria
prima/coeficiente angular do padréo, ou seja 0,98968/0,99298 = 0,996676

3.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo de biotina, dentro de um intervalo
especificado. Para tanto realizaram-se ensaios com cinco concentracdes diferentes de

biotina, no intervalo de 5 a 35 mg da concentracao a ser preconizada pelo método.

A linearidade em um procedimento analitico representa a capacidade de fornecer
resultados diretamente proporcionais as concentracdes da substancia em exame, dentro de
uma determinada faixa de aplicacdo (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006).

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado (BRASIL, 2003).

A linearidade pode ser calculada a partir da equacéo da regressao linear, determinada

pelo método dos minimos quadrados.
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O coeficiente de correlago linear (%) é frequentemente usado para indicar o quanto
deve ser considerada adequada a reta como modelo matematico (QUINETE, 2005). Como
os desvios de linearidade sdo dificeis de serem detectados visualmente, pode-se verificar a
sua adequagdo por meio do calculo dos residuos entre os valores medidos e os valores

calculados a partir da equagéo de regresséo (INMETRO, 2003).

Julga-se satisfatoria a linearidade do grafico quando o coeficiente de correlagdo da
reta obtida ndo é estatisticamente diferente da unidade (CURRIE; SVEHLA, 1994).

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente
proporcionais a concentracdo do analito, enquadrados em faixa analitica especificada.
Assim, é necessario obter coeficiente de correlagdo estatisticamente igual a 1 (um) e
coeficiente angular diferente de 0 (zero).

Linearidade € o desempenho do equipamento de medicao ao longo de toda sua faixa
de uso. E a diferenca da tendéncia numa determinada faixa do Sistema de Medigdo (SM).
Para o estudo de linearidade utilizar varias pecas cujos valores de referéncia contemplem a
faixa de uso do equipamento. As medi¢bes sdo efetuadas e a tendéncia registrada é
observada. Através de um estudo de regressdo verifica-se se a tendéncia é funcdo do valor de

referéncia.

O estudo da linearidade do dispositivo de medicéo revela se a tendéncia observada
nos valores medidos € ou ndo funcdo da magnitude do valor medido.

No presente trabalho a linearidade foi obtida através do ensaio de 10 (dez) repeticdes
de massas diferentes, e calculou-se a sua linearidade, entre as massas adicionadas de biotina
e 0s respectivos valores obtidos, pelo coeficiente de correlacdo, e o resultado € mostrado na
Figura 3. Nesta figura estd a equacao da reta obtida e seu coeficiente de correlacéo, existindo

um excelente valor de correlacéo e linearidade para o método proposto.
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Massa determinada (mg)
3
|

15
10 - Y =0,06446 + 0,99675 X
5—- R2=0,99997
0 _ —¥ 11—
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Massa adicionada (mg)

Figura 3 — Determinacédo da curva analitica de linearidade da biotina, obtida com n= 10

obtida pela titulacdo potenciométrica indireta.

A curva analitica de linearidade informa-nos apenas a linearidade entre os valores
adicionados do analito e a respectiva massa encontrada, entretanto, é necessario investigar
dentro desta linearidade observada, qual seria o intervalo do método em que a incerteza da
medicdo € a menor, e se mantém linearidade. Para tanto calcularam-se os valores de desvio-
padrdo para cada determinacdo de repeticdo, juntamente com sua média, e a partir da relacdo
entre o coeficiente do desvio e média, pela massa nominalmente adicionada, obteve-se a
Figura 4. Os resultados indicam que a menor incerteza de medicao na curva analitica situa-

se entre 10 e 35 mg.



106

1,0 o
0,8—-
o,e-
0,4-

0,2 1

-0,2 -
-0,4 -
-0,6 -

-0,8 -

-1,0 T T T T T T T T T T T T T T )
5 10 15 20 25 30 35 40

Massa determinada (mg)

Y = massa de biotina determinada

Yo= massa de biotina adicionada

Figura 4 — Avaliacdo da linearidade a partir dos residuos (Y-Yo0) obtidos a partir de massa

de biotina determinada e dos valores de Yo, calculados.

3.3 Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho de um método de ensaio é o intervalo entre os niveis
inferior e superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com a precisdo, exatiddo e linearidade, exigidas sob condi¢es especificas
para 0 ensaio. A faixa linear ¢ definida como a faixa de concentracdes na qual a
sensibilidade pode ser considerada constante e é normalmente expressa nas mesmas
unidades do resultado obtido pelo método analitico (INMETRO, 2003).

No limite inferior da faixa de concentracdo, os fatores limitantes sdo os valores dos
limites de deteccéo e de quantificagdo. No limite superior os fatores limitantes dependem do

sistema de resposta do equipamento de medig¢do (QUINETE, 2005).

Em qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdes do analito no

qual o metodo pode ser aplicado. Os primeiros valores da faixa podem ser os valores dos
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limites de deteccdo e de quantificacdo e os Ultimos dependem do sistema de resposta do
equipamento de medicao.

Para escolher a faixa de trabalho procede-se da seguinte maneira: quando se tem uma
amostra especifica, a concentracdo esperada deve se situar no meio da faixa de trabalho e
quando a concentracdo do analito é desconhecida utiliza-se a faixa de trabalho estudada para
amostras diversificadas. Os valores medidos tém que estar dentro da faixa de trabalho, e 0s
valores medidos proximos ao limite inferior da faixa de trabalho tém que ser diferente dos
brancos dos métodos (ICH, 1995).

Na Figura 5, encontramos um intervalo de trabalho, situado entre 10 e 35 mg,
entretanto, se assumirmos precisdo esperada melhor que 1%, a faixa linear de trabalho sera
de 20 a 35 mg de biotina, assumindo uma precisdo melhor que 2% a faixa linear de trabalho

permanece entre 10 e 35 mg de biotina.

10,0
9,5
9,0 4
8,5
8,0
7,5
7,0 4
6,5
6,0
5,5
5,0 4
45 ]
404 =
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5 .
1,0 4 T
0,5

(S/x). 100 (%)

Massa(mg) de Biotina determinada

Figura 5 — Determinagdo do limite inferior da faixa linear de trabalho, através da
correlagdo (S/x) 100 (%) x massa de biotina determinada. Assumiu-se precisao

esperada para o método melhor que 1%.
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3.4 Limite de Deteccao e de Quantificacio

O LD representa a menor concentracdo da substancia em analise que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, ou seja, demonstra a sensibilidade ao
principio ativo (ROCA et al, 2007).

Na verdade quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito
ou de uma propriedade, é importante identificar o menor valor da concentragcdo que pode ser

detectado pelo método analitico.

O limite de detec¢cdo do equipamento (LDE) é definido como a concentracdo do
analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razdo ruido/sinal do equipamento
(INMETRO, 2003).

O limite de detec¢cdo do método (LDM) para um procedimento analitico pode variar
em funcéo do tipo da amostra. Portanto é fundamental certificar-se de que todas as etapas de
processamento do método sejam incluidas na determinacdo deste limite de deteccdo
(INMETRO, 2003).

O LD de um analito é muitas vezes determinado pela andlise repetida de uma porc¢éo
de amostras de brancos, e € a concentracdo de analito cuja resposta é equivalente a resposta
média de brancos mais trés desvios padrdo. E possivel que seu valor seja diferente para
diferentes tipos de amostra (BRASIL, 2005)

O LD do método sera determinado experimentalmente utilizando sucessivas

diluicdes a partir da solugéo padréo de concentracéo 0,1N.

O LQ é a menor concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel
aceitavel de precisdo e veracidade. Segundo Brasil (2005), ele deve ser estabelecido usando-
se uma amostra ou padrdo de medida apropriado, isto é, ele € normalmente o ponto mais
baixo na curva de calibragdo (excluindo o branco). Pode ser considerado como sendo a
concentracdo do analito correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6 ou 10
desvios-padrdo da medicdo do branco (INMETRO, 2003).

A diferenca entre os limites de deteccdo e de quantificacdo é a ordem de grandeza
das incertezas associadas (INMETRO, 2003).

Assim fatores consideraveis na definicdo dos limites de deteccdo sdo: ruido do
equipamento, efeitos de matriz e interferentes e a variabilidade nos processos de extracdo
(QUINETE, 2005).
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Este método mostrou que para o equipamento utilizado o limite em que pode ser
determinado o ponto de equivaléncia € de 5 mg, portanto, este é o limite de deteccdo do
equipamento, para este método proposto, conforme o protocolo estabelecido para o estudo.
Valores abaixo deste o aparelho ndo mostra sinal confidvel para que se possa fazer qualquer

determinacéo.

3.5 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca
de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagdo. A determinacdo da
biotina foi realizada, variando-se a luminosidade, a temperatura, umidade, presenca de
substancias oxidantes, a fim de verificar a influéncia destes parametros na determinacdo da

biotina, pelo método proposto.

Esté relacionado a capacidade de reposta de um composto especifico (de interesse)
que esta associado a uma matriz com Vvarias substancias quimicas detectaveis ou ndo. Um
método que produz resposta para apenas um analito é denominado especifico (INMETRO,
2003).

Assim a seletividade esta voltada ao processo de deteccdo através da capacidade de
medir com exatiddo o analito de interesse, em presenca de outros componentes ou

interferentes que possam estar presentes na matriz da amostra (QUINETE, 2005).

A concentracdo de biotina foi determinada com massa adicionada conhecida numa
matriz que simula uma cépsula, contendo aerosil (1%), estearato de magnésio (1%), celulose
microcristalina (20%), amido (40%) e lactose g.s.p. Os resultados mostraram um valor
médio de biotina (massa adicionada de aproximadamente 25 mg) determinada de 99,4%
com desvio-padrdo de 0,0345.A seletividade € dada pelo coeficiente angular da reta, cujo
valor encontrado é 0,99289.

3.6 Precisao.

Precisdo intermediaria é a precisdo intercorrida, ou seja, refere-se a concordancia
entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas
diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisdo intermediaria

recomenda-se um minimo de 2 (dois) dias diferentes com analistas diferentes.
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Existem varios métodos para determinacdo e controle desse pardmetro de
qualidade, como por exemplo, por meio de grafico de controle de amplitude, que poderao

ser aplicados para replicatas de amostra e para padrdes estaveis ao longo do tempo.

Na verdade a precisdo pode ser expressa de diferentes maneiras, dependendo das
condigdes em que for calculada (BRASIL, 2005).

Pode ser considerada em trés niveis diferentes: repetitividade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade, sendo facultada a realizacdo de dois itens (ROCA et al,
2007).

1. Repetitividade refere-se a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o0 mesmo analista, mesma instrumentacdo, mesmo método, mesmo
material, mesmo laboratorio (BRASL, 2003), ou seja, refere-se ao grau de concordancia
entre os resultados das andlises individuais, quando o procedimento é aplicado
repetidamente a multiplas anélises da mesma amostra homogénea, em condigdes idénticas
(FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006).

A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da
dispersdo dos resultados e pode ser determinada por meio da analise de padrdes, material de
referéncia ou adi¢do ao branco de varias concentragdes da faixa de trabalho.

Para tanto, o protocolo projetado para este parametro, foi realizado envolvendo a
repetitividade do método por 10 (dez) determinacgdes, contemplando o intervalo linear do

método.

As figuras 6 e 7, foram obtidas determinando a concentragdo de biotina em massa

adicionada de aproximadamente 10 e 30 mg.
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Figura 6 — Determinacdo da precisdo por repetitividade, n=10 para massa

adicionada de 10 mg.
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Figura 7 — Determinacdo da precisdo por repetitividade, n=10 para massa

adicionada de 30 mg.

3.7 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada ap6s o estabelecimento da linearidade, do
intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de 10 (dez)

determinac6es contemplando o intervalo linear do procedimento.

A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo media determinada

experimentalmente e a concentracgdo tedrica correspondente pela seguinte formula:

CMe
E=_—__ x100
Ct
Onde: CMe é a concentracdo média experimental

Ct € a concentracao teorica
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Tabela 1 — Ensaio de recuperacao por fortificagdo para avaliacdo da exatiddo do método.

5 mg* 10 mg** R % 20 mg** R% 30 mg** R%
52 10,3 99,7 20,2 99,1 30,5 99,6
55 10,2 99,6 20,4 98,4 30,6 99,3
5,2 10,7 100,4 20,3 98,9 30,8 99,2
53 10,5 99,1 20,3 98,1 30,4 99,3
5,7 10,5 99,2 20,4 100,3 30,8 99,1
52 10,6 98,4 20,2 100,2 30,7 99,5
5,4 14,96 98,3 20,5 99,5 30,8 100,4
52 10,4 98,2 20,6 99,6 30,9 99,5
54 10,5 99,4 20,7 99,6 30,5 99,9
5,5 10,4 100,3 20,6 98,5 30,3 98,9
5,7 10,6 99,5 20,4 98,3 30,8 99,6
5,3 10,4 100,2 20,3 100,5 30,4 98,9
53 10,2 99,5 20,4 100,3 30,5 98,9

Média 99,36 99,33 99,39

Desvio- 0,7284 0,8439 0,4329

padrao

CV % 0,7330 0,8495 0,4355

*massa determinada previamente

** massa adicionada

3.7.1 Recuperagéo

O ensaio de recuperacdo consiste no método mais utilizado para validacdo de
processos analiticos. A recuperacdo estd relacionada com a exatiddo, pois reflete a
quantidade de determinado analito, recuperado no processo, em relagdo a quantidade real
presente na amostra (ABREU; MATTA; MONTAGNER, 2008).

O ensaio de recuperacdo visa garantir que o analito seja analisado na totalidade de
sua massa presente na amostra, determinando a eficacia do método, uma vez que, ao receber
qualquer tipo de tratamento de andlise, como a diluicdo, por exemplo, a perda do analito
durante o ensaio deve ser calculada experimentalmente. Com o fator de recuperacdo, o

resultado fica mais préximo da realidade analitica.

O fator de recuperagdo é obtido pela diferenga entre o produto com analito e o
produto sem o analito adicionado (FARINELLI, 2008).

Neste sentido a taxa de recuperacgéo refere-se a relacao entre o resultado experimental
obtido depois da analise de uma amostra fortificada com uma quantidade conhecida do

analito, e o valor tedrico desta quantidade fortificada.
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Segundo o INMETRO (2003), a recuperacéo é calculada da seguinte forma:

Recuperagdo (%) = |C;—C, k100

Cs

onde: C; = concentragdo determinada na amostra fortificada;
C, = concentracdo determinada na amostra ndo fortificada;

C3 = concentracdo adicionada.

O ensaio de recuperacdo foi realizado por fortificacdo para avaliacdo da exatiddo do
método. Para tanto, massas de biotina foram determinadas previamente nas concentracdes de
5mg, 15mg, 25mg e 35mg. Para massa de biotina na concentragcdo de 5mg adicionou-se
concentracdes de 10mg, 20mg e 30mg de biotina respectivamente como mostra as Tabelas 1
e 2.

Para massa de 15mg de biotina foi adicionada 15mg de biotina para o ensaio de
recuperacdo do método. Em 25mg de biotina determinada previamente foi adicionada 25mg
de biotina para verificar a porcentagem de recuperacao. Para 30mg de biotina determinada

previamente foi adicionada 30mg de biotina.

Para calcular a porcentagem de Recuperagédo considerou-se a concentracdo de biotina
determinada na amostra fortificada menos a concentracao de biotina determinada na amostra
ndo fortificada dividido pela concentracdo de biotina adicionada e multiplicada por 100.
Posteriormente calculou-se a média, o desvio padrdo e o coeficiente de varia¢do, obtendo-se
6tima porcentagem de recuperacdo de biotina proxima a 100%.
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Tabela 2 — Ensaio de recuperacédo aplicado em massa adicionada de biotina & uma mistura

de excipientes.

15mg* | 15 mg** R % 25 mg* 25 mg** R% 35mg* | 35mg** R%
15,3 15,22 99,5 25,4 25,29 99,6 35,5 35,23 99,5
15,4 15,27 99,2 25,3 25,14 99,4 354 35,11 99,2
15,6 15,61 100,1 25,5 25,21 98,9 35,3 34,91 98,9
15,1 15,06 99,8 25,7 25,46 99,1 35,2 34,98 99,4
15,7 15,73 100,2 25,8 25,61 99,3 355 35,21 99,2
15,0 14,95 99,7 25,6 25,39 99,2 35,7 35,37 99,1
15,3 14,96 97,8 25,7 25,46 99,1 35,6 35,70 100,3
15,6 15,31 98,2 25,8 25,59 99,2 35,7 35,52 99,5
15,7 15,62 99,5 25,8 25,85 100,2 35,6 35,49 99,7
15,3 15,33 100,2 25,6 25,62 100,1 35,9 35,50 98,9
15,7 15,65 99,7 25,4 25,47 100,3 35,6 35,42 99,5
15,4 15,44 100,3 25,3 25,17 99,5 35,6 35,70 100,3
15,3 15,26 99,8 25,6 25,42 99,3 35,7 35,73 100,1

Média 99,53 99,47 99,50

Desvio 0,757 0,451 0,478

padrdo

CV% 0,7605 0,4534 0,4804

*Massa de biotina adicionada

** Massa de biotina adicionada

3.8 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este representa em face

de pequenas e deliberadas variacBes. Diz-se que um método é robusto se se revelar

praticamente insensivel a minimas alteragdes que possam ocorrer quando este estad sendo

executado (INMETRO, 2003).

Pode ser avaliado pela variacdo de parametros como marca, concentracdo de solvente
e tipo de agitacdo (ROCA et al, 2007).
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Ainda de acordo com Quinete (2005), com os dados obtidos dos efeitos destes
parametros, pode-se delimitar a faixa aceitavel de valores a ser incluida no método final

como podemos visualizar na Tabela 3.

Tabela 3 - Modelo e resultados experimentais para avaliacdo da robustez pelo método de
Yunden-Steiner (US-FDA, 1994).

Experimentos Variacao dos
fatores
1 2 3 4 5 6 7 8 Nomi | Varia
Nal coes
Temperatura 31 31 31 31 27 27 27 27 31 27

Conc. NaOH | 0,1 0,12 0,1 0,12 0,1 0,12 0,1 0,12 0,1 0,12

Conc. HCI 0,1 0,1 0,12 0,1 0,12 0,1 0,12 0,1 0,1 0,12

Agitacdo N L N L L N L N N L
Vol. Adi¢do | 10puL | 20 L | 10 pL | 20 L | 20 pL | 20 pL | 20 pL | 20 pL 10 20
do HCI
Vol NaOH 15 15 12 12 15 15 12 12 15 12
% Recupera | 99,7 | 99,5 | 998 | 995 [ 99,6 | 99,7 | 99,6 | 99,7
Céo

Média 254 | 253 | 252 | 253 | 252 | 253 | 252 | 253

Desvio- 045 [ 051 | 0,34 | 043 | 0,47 | 046 | 0,38 [ 0,35
padrao

Onde: N = Normal
L = Lenta
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4 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, através dos experimentos executados, podemos

afirmar que;

1 — O método de doseamento da biotina, através da titulacdo indireta utilizando
pontenciometro automatico demonstrou linearidade no intervalo de 5 a 35 mg, com adigéo
inicial de 15 mL de NaOH 0,1N, e o excesso de alcali determinado por titulacdo com HCI
0,1N, todos devidamente corrigidos a sua molaridade com padrfes primarios.

2 — O intervalo linear observado no protocolo experimental de validacdo é de 10 a 35

mg, desde que seja utilizado volume de 15 mL de solugéo de NaOH 0,1N inicial.

3 — A faixa linear de trabalho compreende o intervalo de 20 a 35 mg de biotina,
quando gueremos assumir uma precisdo melhor que 1%; para uma precisdo melhor que 2%

0 intervalo é de 10 a 35 mg.

4 - O limite detectado observado, para as condi¢cGes do equipamento é de 5 mg.O

limite de quantificacdo pode ser assumido como 20 mg, para precisao de 1%.

5 — O ensaio conduzido para avaliar a robustez do método permite assinalar que o

método é robusto.

6 — A recuperacdo do analito é excelente, bem como a sua seletividade.

7 - O método proposto tem demonstrado ser superior aos métodos relatados na
literatura, com respectiva velocidade, simplicidade, sensibilidade, baixo custo e baixa

geracdo de residuos.

8 - Estas vantagens associadas a alta exatiddo e precisdo, tornam o método adequado

para 0 uso rotineiro.
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