UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM QUIMICA

Matheus Miranda Fracetti

Otimizacao do método analitico para a separacio simultinea do maleato de enalapril e

impurezas organicas, em formulacdes farmacéuticas, por HPLC-UV

Juiz de Fora

2023



Matheus Miranda Fracetti

Otimizacao do método analitico para a separacido simultinea do maleato de enalapril e

impurezas organicas, em formulacées farmacéuticas, por HPLC-UV

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos
Graduagdo em Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora como requisito parcial
a obtencdo do titulo de Mestre em Quimica.
Area de concentracdo: Quimica.

Orientador: Dr Marcone Augusto Leal de Oliveira

Coorientador: Dr* Paula Rocha Chellini

Juiz de Fora

2023



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor{a)

Fracetti, Matheus Miranda.

Otimizagdo do método analitico para a separacdo simultanea do
maleato de enalapril € impurezas organicas, em formulagoes
farmacéuticas, por HPLC-UV / Matheus Miranda Fracetti. -- 2023.

95 f.

Orientador: Marcone Augusto Leal de Oliveira

Coorientadora: Paula Rocha Chellini

Dissertacao (mestrado académico) - Universidade Federal de Juiz
de Fora, Instituto de Ciéncias Exatas. Programa de Pés-Graduagéo
em Quimica, 2023.

1. Maleato de enalapril. 2. Cromatografia liquida. 3. Quimica
verde. |. Oliveira, Marcone Augusto Leal de, orient. Il. Chellini, Paula
Rocha, coorient. Ill. Titulo.




Matheus Miranda Fracetti

Otimizacio do método analitico para a separacao simultinea do maleato de enalapril e
impurezas organicas, em formulacdes farmacéuticas, por HPLC-UV

Dissertacao

apresentada ao
Programa de Pés-
Graduagdo em Quimica

da Universidade Federal
de Juiz de Fora como
requisito  parcial a
obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica. Area
de concentracdo:
Quimica.

Aprovada em 28 de setembro de 2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira - Orientador

Universidade Federal de Juiz de Fora

Profa. Dra. Paula Rocha Chellini - Coorientadora Universidade

Federal de Juiz de Fora

Profa. Dra. Ana Valéria Colnaghi Simionato

Universidade Estadual de Campinas

Prof. Dr. Leandro Machado de Carvalho

Universidade Federal de Santa Maria

Juiz de Fora, 13/09/2023.



p ——
i
SEI 2

assinatura
eletrénica
p ——
i
o
assinatura
eletrénica
. S
il
o
assinatura
eletrénica
-
?

seil B

assm_aluu
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Ana Valéria Colnaghi Simionato, Usuario Externo, em
29/09/2023, as 09:34, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Marcone Augusto Leal de Oliveira, Professor(a), em
29/09/2023, as 16:06, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Paula Rocha Chellini, Professor(a), em 02/10/2023, as
15:08, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543,
de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Leandro Machado de Carvalho, Usuario Externo, em
05/10/2023, as 14:06, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf (www?2.ufjf.br/SEl)

_ através do icone Conferéncia de Documentos, informando o cddigo verificador 1466864 e o cédigo

CRC CD8992C1.



Dedico este trabalho aos meus pais,
que sempre me incentivaram a estudar e me

deram todo apoio para concluir esta etapa.



AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a Deus, por me conceder sabedoria e resiliéncia durante esse
periodo.

Aos meus familiares, pelo apoio, incentivo e por estarem ao meu lado em todos os
momentos. Um agradecimento especial aos meus pais, pela compreensdo nas horas que precisei
faltar ao trabalho para realizar as atividades do mestrado.

Ao meu orientador, Professor Dr Marcone Augusto Leal de Oliveira, por aceitar
trabalhar comigo neste projeto, por todos ensinamentos € suporte para 0 meu crescimento
cientifico.

A minha coorientadora, Professora Dr* Paula Rocha Chellini, pela parceria, dedicagao
e por todas as contribui¢des que me ajudaram no desenvolvimento do trabalho.

A todos os colaboradores do Grupo de Quimica Analitica ¢ Quimiometria da UFJF, pelo
6timo ambiente no qual convivemos e que foi fundamental na elaborag¢do deste trabalho. Um
agradecimento especial a Olivia e ao Jodo Marcos, por me ajudarem na execugdo de parte deste
trabalho.

A Lorena Rodrigues Riani, colaboradora da Faculdade de Farmacia da UFJF, pela
contribuicao no ensaio de reprodutibilidade.

Ao Programa de Pés Graduagdo em Quimica da UFJF, por me dar todo suporte
necessario para realizagdo do curso.

A Universidade Federal de Juiz de Fora, por contribuir no meu processo de formagao

académica e me proporcionar crescer profissionalmente.



“O importante ¢ ndo parar de questionar. A curiosidade tem sua propria razao de existir.”

Albert Einstein (MILLER, 1955, p. 62-64).



RESUMO

Comprimidos de maleato de enalapril sdio comumente usados no tratamento da hipertensao,
pois diminuem a pressao arterial ao inibir reversivelmente a enzima conversora de angiotensina
(ECA). No processo de fabricagdo dos comprimidos, estes sdo submetidos a analises fisico-
quimicas que atestam a qualidade dos medicamentos. Os procedimentos e as especifica¢des das
analises de maleato de enalapril estdo presentes na Farmacopeia Brasileira 6* edicao e, dentre
as analises, esta a quantificagdo de teor e impurezas. Para esta analise, a Farmacopeia traz um
método por HPLC-UV, utilizando uma coluna cromatografica em fase estacionaria C8 de 250
x 4,6 mm e fase movel composta por acetonitrila e tampao fosfato pH 2,2 25:75. Neste sentido,
o presente trabalho teve como objetivo a otimiza¢do do método analitico farmacopeico com o
intuito de diminuir o tempo de andlise e o impacto ambiental gerado, principalmente pelo gasto
de solvente organico e gera¢do de residuos analiticos. A partir disso, substituiu-se a coluna
cromatografica para uma C18 de 100 x 4,6 mm e foram testadas algumas composi¢des de fase
movel, substituindo a acetonitrila pelo etanol e modificando a propor¢do solvente orginico e
tampao. Por fim, concluiu-se que a composicdo que gerou melhores resultados foi a de etanol
e tampdo fosfato pH 2,2 na propor¢do 30:70. O método otimizado foi comparado com o
Farmacopeico em relagdo aos impactos ambientais e de seguranca para o analista utilizando as
ferramentas NEMI, Eco-Scale e GAPI, obtendo resultados favoraveis ao método otimizado nas
trés comparagdes. Em seguida, foi demonstrada a capacidade do método otimizado de
quantificar o teor de enalapril e de suas impurezas de forma precisa em comprimidos de 5 e 10
mg. Na validagdo analitica, o método demonstrou ser seletivo, preciso, exato e robusto, de
acordo com as especificagdes contidas na RDC N° 166/17.

Palavras-chave: Maleato de enalapril. Cromatografia liquida. Quimica verde. Validaciao

analitica.



ABSTRACT

Enalapril maleate tablets are commonly used in the treatment of hypertension because they
reduce blood pressure by reversibly inhibiting angiotensin-converting enzyme. During the
manufacturing process of the tablets, they are tested for physicochemical analyzes that attest to
the quality of them. The procedures and specifications for the analysis of enalapril maleate are
present in the 6th edition Brazilian Pharmacopoeia and, whitin the analyses, is the quantification
of assay and impurities. For this analysis, the Pharmacopoeia provides a method by HPLC-UV,
using a C8 column of 250 x 4,6 mm and mobile phase composed of acetonitrile and phosphate
buffer pH 2,2 25:75. In this sense, the present work aims at optimizing the pharmacopeic
analytical method in order to reduce the analysis time and the environmental generated impact,
mainly by the use of organic solvent and generation of analytical residues. For this purpose, the
chromatographic column was replaced by a C18 column of 100 x 4,6 mm and some mobile
phase compositions were tested, replacing acetonitrile by ethanol and modifying the proportion
of organic solvent and buffer. Finally, it was concluded that the composition that generated the
best result was ethanol and phosphate buffer pH 2,2 in the proportion 30:70. The optimized
method was compared with the Pharmacopoeia in relation to the environmental and safety
impacts for the analyst using the NEMI, Eco-Scale and GAPI tools, obtaining favorable results
for the optimized method in the three comparisons. Next, the ability of the optimized method
to accurately quantify the enalapril content and its impurities in 5 and 10 mg tablets was
demonstrated. The analytical validation proved to be selective, precise, accurate and robust, in
accordance with the specifications contained in RDC N° 166/17.

Keywords: Enalapril maleate. Liquid chromatography. Green chemistry. Analytical

validation.
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1 INTRODUCAO

Andlises de teor e impurezas em comprimidos sdo comumente realizadas em
Laboratérios de Controle de Qualidade nas Industrias Farmacé&uticas. Para realizar essas
analises simultaneamente, ¢ necessaria existéncia de um método analitico capaz de separar e
quantificar o principio ativo e as impurezas presentes na formulacdo. Dessa forma, uma das
principais fontes bibliograficas de métodos analiticos utilizada pelas industrias nacionais ¢ a
Farmacopeia Brasileira.

No volume 2 da Farmacopeia Brasileira 6* edigdo estd contida a monografia do
comprimido de maleato de enalapril com todos os ensaios que devem ser realizados para atestar
a qualidade do produto final. Dentre eles, o ensaio de Doseamento e Substancias Relacionadas,
no qual quantifica-se o enalapril e as impurezas de forma simultanea, sendo realizado por
HPLC-UV.

O HPLC ¢ uma técnica cromatografica conhecida por ser versatil, de alta resolugdo e
que pode ser automatizada. Entretanto, possui algumas desvantagens, como alto custo de
operagdo ¢ manutengao e necessidade de experiéncia no manuseio. Além disso, analises por
cromatografia liquida podem gerar residuos, oriundos principalmente do preparo da amostra e
da fase movel, que sdo toxicos aos seres humanos e a0 meio ambiente.

Com o surgimento da Quimica Analitica Verde, critérios como: seguranca do analista;
gastos de energia; utilizacdo de reagentes toxicos; geracdo de residuos ndo reciclaveis, entre
outros, sdo utilizados na comparagdo de métodos analiticos. Com isso, € possivel escolher o
método que seria mais indicado para determinada analise, levando em consideracao os impactos
gerados ao meio ambiente (LA GUARDIA; ARMENTA, 2011).

Neste sentido, este trabalho visa otimizar o método analitico de Doseamento e
Substancias Relacionadas para os comprimidos de maleato de enalapril, presente na
Farmacopeia Brasileira 6* edi¢do, a fim de que este se torne mais rapido € menos nocivo ao

meio ambiente.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensao arterial ¢ uma patologia caracterizada por niveis elevados da pressdo
arterial, em que a pressao sistolica se encontra acima de 140 mmHg e a pressdo diastélica acima
de 90 mmHg. E uma das patologias mais prevalentes tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
em desenvolvimento (CALZERRA et al., 2018).

Segundo dados da Pesquisa Nacional de Saude realizada em 2019, no Brasil cerca de
24% da populagdo com mais de 18 anos possui hipertensao arterial, sendo que entre 2010 e
2020 foram registradas 551.262 mortes causadas por doencgas relacionas a hipertensdao. Além
disso, a prevaléncia ¢ mais alta em mulheres, idosos com 60 anos ou mais e pessoas de baixa
escolaridade (BRASIL, 2020).

A hipertensao possui uma grande importancia nas questdes de satide publica por ser um
fator de risco para doengas cardiovasculares, apresentando custos ao Sistema Unico de Saude
Brasileiro maiores que a obesidade e a diabetes. Em 2018, foram estimados gastos de US$ 523,7
milhdes com hospitalizagdes, procedimentos ambulatoriais ¢ medicamentos em casos
relacionados com hipertensdo arterial (VIII Diretriz Brasileira de Hipertensao, 2020).

Apesar de possuir facil diagnostico e um grande niamero de fArmacos para o tratamento,
o controle da HA ¢ um desafio para as gestdes de saude publica no Brasil. Por isso, a prevengao
tem se apresentado uma forma mais eficiente de combate. Para isso, faz-se necessario
campanhas de conscientiza¢do da populagdo quanto aos métodos de prevencao mais comuns:
dieta saudavel, atividade fisica, evitar o consumo excessivo de bebidas alcodlicas e ndo fumar.
Uma vez diagnosticada hipertensdo, os mesmos métodos de prevencdo sdo indicados para o
controle da pressdo, além da adesdo ao tratamento farmacologico.

Sao muitos os medicamentos registrados para o tratamento da HA. Eles sao divididos
em cinco classes principais: betabloqueadores, diuréticos tiazidicos, inibidores da enzima
conversora de angiotensina, bloqueadores de receptores de angiotensina II e bloqueadores de
canais de calcio (NOCITE, 1988).

Podem ser encontrados em formulagdes isoladas ou em associacao. Associacoes fixas
de medicamentos sao compostas por dois ou mais farmacos utilizados em uma mesma forma
farmacéutica. Exemplos comuns de associa¢do de dois farmacos no tratamento de HA sdo a

losartana com a hidroclorotiazida, o atenolol com a clortalidona, a losartana com o anlodipino,
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entre outros. Um dos motivos principais para as associagdes fixas ¢ somar os efeitos de duas
classes de anti-hipertensivos, na qual havera uma resposta mais efetiva na diminuicdo da
pressao arterial. Além disso, a associagdo ajuda na adesdo ao tratamento, uma vez que diminui
o numero de doses diarias (GOMES, 2011).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona ¢ responsavel por regular fungdes no
organismo, como a pressao arterial, o balanco hidrico e o balango de ions sédio. Uma vez que
os barorreceptores detectam hipotensdo arterial, o sistema ¢ ativado fazendo com que haja
secrecdo de renina no aparelho justaglomerular dos rins. Em seguida, a renina cliva o
angiotensinogénio sintetizado pelo figado, formando a angiotensina I. Esta ¢ clivada pela
enzima conversora de angiotensina, dando origem a angiotensina II. A angiotensina Il apresenta
dois mecanismos distintos de atuag¢ao: um direto ¢ um indireto. O mecanismo direto ¢ através
da ligacdo com o receptor de angiotensina tipo 1, levando a vasoconstri¢do. J4 o mecanismo
indireto se da pela indugdo da liberagdo do hormoénio aldosterona pelas glandulas adrenais e da
vasopressina pela hipofise. A aldosterona e a vasopressina induzem um aumento na reten¢ao
de sdédio pelos rins e a aldosterona induz um aumento na excregao de potassio. Esse mecanismo
leva a um aumento no volume sanguineo e, consequentemente, na pressao arterial. Dentre os
medicamentos que representam a classe dos inibidores da enzima conversora de angiotensina

estdo o captopril e o enalapril (GONSALEZ ef al., 2018); (SPINOSA, 2006).

2.2 MALEATO DE ENALAPRIL

O maleato de enalapril € um principio ativo presente na terapéutica humana na forma de
comprimidos orais em trés concentragdes: 5, 10 e 20 mg por comprimido. O enalapril € utilizado
no controle da hipertensao leve, moderada e grave, em pacientes com insuficiéncia cardiaca
congestiva, nefropatia, retinopatia, artrite reumatoide, eritrocitose e hiperaldosteronismo. Pode
ser administrado como droga isolada ou em associacdo com outras classes de anti-
hipertensivos'.

De acordo com a sua estrutura quimica, pertence ao grupo dos iECAS (inibidores da
enzima conversora de angiotensina) carboxilicos, uma vez que apresenta duas carboxilas em
sua estrutura. Na Figura 1 esta representada a rota de sintese, na qual possui como materiais de

partida os aminoacidos L-alanina e L-prolina. Na rota descrita por Wyvratt et al. (1984) o

'MALEATO DE ENALAPRIL: comprimidos. Responsavel técnico Ricardo Jonsson. Campinas: Sanofi
Medley Farmacéutica Ltda., 2022. Disponivel em: https://consultaremedios.com.br/maleato-de-
enalapril-medley/bula. Acesso em: 20 nov. 2022.
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enalapril foi obtido em trés etapas: 1- condensacao do etil-2-oxo-4-fenilbutanoato (1) com o L-
alanil-L-prolina (2) e formag¢ao da Base de Schiff (3); 2- redu¢do da base imina e formagdo da
mistura diasteroisomérica RSS e SSS (4); 3- formagao do sal de maleato e recristalizagdo em
acetonitrila (5). Neste o processo, o enalapril foi obtido com rendimento de 34% e com pureza

do diasteroisomero SSS de 99%. (SANTOS, et al., 2021).

Figura 1 — Rota de sintese do enalapril
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Fonte: adaptado de Santos, et al. (2021)

O enalapril ¢ um pro-farmaco que ao ser ingerido via oral sofre metabolizacdo hepatica
através de reagdes de desesterificacdo até a formagdo do enalaprilato. Este processo de
inativacdo do farmaco, seguida de ativacdo ao ser ingerido, ¢ chamada de latenciagcdo de
farmacos. A latenciagdo de fdrmacos ¢ a modificagdo molecular da substincia quimica ativa
através de ligacdes com grupos reversiveis como, por exemplo, ésteres, amidas, carbamatos,
fosfatos, entre outros. E justificada quando ha problemas farmacocinéticos, elevada toxicidade
do ativo, baixa estabilidade quimica, odor e paladar inconvenientes, dor no local da
administracdo e formulagdo farmacéutica de dificil preparo. Em relacdo ao enalapril, a
latenciagdo ¢ usada devido a baixa biodisponibilidade do enalaprilato na corrente sanguinea ao
ser administrado via oral. A formag¢do de um éster d4 a estrutura maior carater lipofilico,
fazendo com que tenha maior interacdo com as membranas do trato gastrointestinal, levando a
uma melhor absor¢do (CHUNG, et al., 2005).

O enalapril apresenta como dados farmacocinéticos taxa de absor¢do entre 55 e 75%,

tempo para concentragdo plasmatica maxima de 1 hora e tempo de meia-vida de 1,3 horas.
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Apresenta comportamento farmacocinético linear, variando a concentracdo sérica de acordo
com a dose administrada. A concentracdo maxima encontrada no plasma varia de acordo com
a dose de enalapril, estando na faixa de 110 a 315 ng mL"!. Enquanto isso, o enalaprilato, forma
ativa do enalapril, apresenta taxa entre 3 a 12% de absorcao oral, tempo para concentra¢do
plasmatica maxima de 3 a 4 horas e tempo de meia-vida de 11 horas. Comparando a taxa de
absorcao oral de ambas substancias, ¢ justificada a necessidade da administragdo do farmaco
na forma de maleato de enalapril (GOMES, 2011).

Além disso, o enalapril possui excrecao renal, sendo 40% da dose recuperada como
enalaprilato na urina e o restante como enalapril. Nao apresenta interagdo farmaco-alimento,
portanto pode ser administrado antes ou depois das refeigdes. Pode apresentar as seguintes
interagdes medicamentosas: efeito aditivo quando utilizado juntamente com outro anti-
hipertensivo; hipercalemia se associado a farmacos que aumentam o potassio s€rico, como
diuréticos poupadores de potassio e suplementos alimentares que contenham potassio; efeito
hipoglicemiante quando usado concomitantemente com medicamentos antidiabéticos e a
diminuic¢do do efeito anti-hipertensivo do enalapril causada pela administracdo conjunta com
anti-inflamatérios nio esteroides’.

Em relagdo a estrutura-atividade do farmaco, a por¢ao do enalapril que € originada do
aminoacido L-prolina, contém uma carboxila que, apds a ingestdo, na forma de carboxilato,
liga-se aos sitios cationicos da ECA. Além disso, pode ser observada na cadeia N-substituida
da L-prolina grupos importantes na atuagdo do firmaco: a metila e a amina secundaria (-NH)
sdo sitios de ligacdo do ion Zn** na ECA (HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

Estudos realizados em humanos sadios, hipertensos e em pacientes com insuficiéncia
cardiaca congestiva demonstraram que o efeito farmacodindmico da administracdo oral de
enalapril se da pela diminuigdo da atividade da enzima conversora de angiotensina presente no
plasma e em outros tecidos. A inibi¢do da atividade da ECA faz com que a concentragdo de
angiotensina Il no plasma diminua e, consequentemente, a concentragdo de renina, através do
feedback negativo, aumente. Ademais, com a inibigdo da ECA, os niveis de aldosterona no

plasma também irdo diminuir (HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

2MALEATO DE ENALAPRIL: comprimidos. Responsével técnico Ricardo Jonsson. Campinas: Sanofi
Medley Farmacéutica Ltda., 2022. Disponivel em: https://consultaremedios.com.br/maleato-de-
enalapril-medley/bula. Acesso em: 20 nov. 2022.
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2.3 CONTROLE DE QUALIDADE NA INDUSTRIA FARMACEUTICA

O controle de qualidade € o setor da industria que visa atestar que os produtos fabricados
possuem qualidade, seguranca e eficacia. Na industria farmacéutica, faz parte das Boas Praticas
de Fabricacdo, no qual € responsavel por coletar as amostras, executar os testes e dar
prosseguimento na liberacdo de matérias-primas e produtos acabados (BRASIL, 2022).

O controle de qualidade na industria farmacéutica tem o objetivo de garantir que todas
as caracteristicas dos medicamentos estejam dentro das especificagdes presentes na
metodologia do produto, podendo ser dividido em controle de qualidade fisico-quimico,
microbioldgico e material de embalagem (BRASIL, 2022).

Os ensaios fisico-quimicos a serem realizados irdo depender se a formulagao
farmacéutica ¢ liquida, soélida ou semissolida. Para as formulagdes solidas, as quais
compreendem os comprimidos, comumente sdo exigidos ensaios de peso médio, dureza,
friabilidade, desintegragdo, identificagdo e teor do principio ativo, quantificacdo de impurezas,
uniformidade de conteudo e dissolucao (BRASIL, 2019).

Os ensaios de peso médio, dureza, friabilidade e desintegracdo atestam a qualidade
fisica do comprimido. O teste de peso médio tem por finalidade determinar se as unidades de
um mesmo lote apresentam uniformidade de peso; a dureza e a friabilidade visam avaliar a
resisténcia mecanica dos comprimidos e a desintegracdo permite verificar se os comprimidos
se desintegram dentro de um tempo especificado (BRASIL, 2019).

Os ensaios de teor do principio ativo, quantificacdo de impurezas e dissolugdo avaliam
a qualidade quimica do comprimido e demandam de metodologias analiticas validadas para sua
determinagdo. Os métodos cromatograficos sdo os mais prevalentes na Farmacopeia Brasileira
6* edicdo, sendo que a cromatografia liquida de alta eficiéncia sobrepde perante as demais

(BRASIL, 2019).

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A separagdo de dois componentes em uma mistura ¢ fundamentada, principalmente, na
diferenca de propriedades entre eles, podendo ser tamanho de particula, ponto de ebuligdo,
constante de particdo, dentre outras. Dependendo da propriedade, determinado processo de
separacdo ¢ mais indicado, por exemplo: se for tamanho de particula, poderd ser usada a

filtracdo; para ponto de ebulicdo, indica-se a destilagdo; para constante de particdo, a extragao
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liquido-liquido. Neste sentido, a separagao por cromatografia liquida é baseada na distribui¢ao
dos analitos em duas fases: uma fase estacionaria ¢ uma fase movel (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006; PERES, 2002).

Em cromatografia liquida, a fase movel € constituida de solventes polares, apolares ou
mistura de solventes de diferentes polaridades, ¢ tem esse nome porque ela ird fluir
continuamente na coluna cromatografica. A composi¢do da fase movel ird depender dos
analitos que se deseja separar e da fase estacionaria utilizada, sendo obtida, principalmente, de
forma empirica. Algumas caracteristicas sao importantes para a escolha da fase mével, como
miscibilidade com a solu¢do da amostra, compatibilidade com o sistema cromatografico, baixa
toxicidade e grau de pureza dos solventes utilizados (AMORIM, 2019).

A cromatografia liquida pode ser dividida em planar ou em coluna. Na cromatografia
em coluna, a fase estacionaria ¢ composta por um material sélido ou liquido que esta contido
em um tubo onde ¢ bombeada a fase movel. Com o avancgo tecnoldgico, foram desenvolvidas
fases estacionarias com tamanho de particula reduzido, na ordem de 3 a 5 micrometros, o que
gerou um aumento na eficiéncia das separacdes. Contudo, foi necessario aprimorar o
equipamento para que suportasse altas pressdes, levando ao surgimento da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (SKOOG; NIEMAN, 2002; MEYER, 2004).

Em HPLC, o principal material que constitui as fases estaciondrias ¢ a silica-gel. A
silica-gel ¢ uma forma de silica parcialmente hidratada e altamente porosa, feita de silicio e
oxigénio. Apresentam grupos silandis livres em sua superficie, o que possibilita a adsor¢ao de
moléculas de agua e a formag¢do do grupo siloxano. Para utilizacdo em cromatografia, ¢
desejavel que a silica-gel apresente homogeneidade no tamanho das particulas e no tamanho
dos poros, pois esses sao fatores que interferem no desempenho da separagdo. Apesar disso, a
silica apresenta algumas desvantagens, como a faixa limitada de pH em que pode ser empregada
(3 a 8) e a pouca capacidade de separagdo de compostos de baixa polaridade (AQUINO NETO;
NUNES, 2003; LANCAS, 2016).

Com a necessidade de separar compostos de baixa polaridade, foram desenvolvidas
fases estacionarias quimicamente ligadas. Para sintetizar este tipo de fase, sdo realizadas
reacdes quimicas para substituicdo dos grupos silanois por diferentes grupos funcionais, como
octil, octadecil, fenil, ciano, amino, entre outros. As fases estacionarias octilsilano (C8) e
octadecilsilano (C18) sdo amplamente empregadas na andlise de substancias hidrofobicas,
como alguns farmacos, produtos naturais e pesticidas, por apresentarem boa capacidade de

interacao com esses analitos (AMORIM, 2019).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ hoje a principal técnica utilizada em
laboratérios de desenvolvimento analitico e controle de qualidade na industria farmacéutica
para quantificacio de farmacos e impurezas. E uma técnica capaz de separar, quantificar e
purificar analitos em diversos tipos de amostras, como medicamentos, alimentos, produtos
naturais, fluidos bioldgicos, entre outras. Possui como vantagens: ser uma técnica analitica de
alta resolucdo, possibilidade de andlises qualitativas e quantitativas e possibilidade de
mecanizacdo (SWADESH, 2000; MEYER, 2004).

No desenvolvimento de métodos analiticos por HPLC, alguns parametros de separagao
devem ser compreendidos: tempo de retencao, tempo de eluicdo do composto ndo retido, tempo
de retengdo ajustado, fator de retengdo, fator de separagdo, resolu¢do e nimero de pratos. O
tempo de retencdo de um analito € o tempo gasto desde a injecdo até a detec¢cdo do mesmo. O
tempo de eluicdo do composto nao retido € o tempo gasto do momento da inje¢ao até a deteccao
por um soluto que ndo interaja com a fase estacionaria. Ja o tempo de retencao ajustado € obtido
através da subtragdo do tempo de retencdo do analito pelo tempo de elui¢do do composto ndo
retido, compreendendo, portanto, como o tempo que o analito passa em equilibrio fase
estacionaria-fase moével (HARRIS, 2005).

O fator de retencdo (k) ¢ uma constante que mede o periodo que o analito permaneceu
adsorvido a fase estaciondria em relagao com o periodo que ele ficou dissolvido na fase moével.
Sendo assim, o valor de k indica a afinidade do analito pela fase estacionaria em relacdo a fase
movel e, consequentemente, influenciard no tempo de retencdo do analito. Os parametros que
interferem no fator de retenc¢do sdo a composi¢do da fase movel e da fase estacionaria. Além
disso, em elui¢des por gradiente, a inclinagdo do gradiente também ira influencia-lo (HARRIS,
2005).

O fator de separagdo (o) entre dois picos ¢ obtido através da razdo dos tempos de
retencdo ajustado dos mesmos (equagao 1). Sua finalidade ¢ mensurar a seletividade do sistema
cromatografico com relagao a dois analitos.

tr
a=—E (1

tr (a)
no qual: a = fator de separacdo; t’r (a) € t’r (8) = tempo de retencdo ajustado do pico A e
do pico B, respectivamente.
A resolugdo expressa a separacdo efetiva entre dois picos adjacentes e pode ser descrita
através da equagdo 2. A separagdo de dois picos cromatograficos dependem do fator de
separacao, da eficiéncia cromatografica (determinada pelo nimero de pratos) e do fator de

retencdo. O fator de separacdo indica a seletividade do método cromatografico através da
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diferenca entre os tempos de retencdo dos dois picos e € o que apresenta a maior influéncia no
valor da resolug¢do. Além disso, a resolucdo estd diretamente relacionada com a eficiéncia da
coluna, uma vez que a baixa eficiéncia provoca alargamento dos picos e, consequentemente,
prejuizo na separagao. O fator de retengdo tem maior influéncia quando a retencao dos dois
picos ¢ baixa (k < 2). Para andlises quantitativas ¢ desejavel um valor minimo de resolucao de
1,5 (LANCAS, 2016).

Rg=WN @bk
4 a k+1

no qual: Rs = Resolucao; N = Numero de pratos; a = fator de separacao; k = fator de
retencao.

Na Figura 2, estd indicada a influéncia da seletividade, do nimero de pratos por metro
e do fator de retengdo na resolugio dos picos cromatograficos. E possivel observar que a
seletividade ¢ o parametro que mais influencia na resolucao, sendo determinante na boa

capacidade de separacdo dos analitos.

Figura 2 — Resolugdo entre picos em funcao da seletividade, eficiéncia (N) e retengdo (k)
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Legenda: N = niimero de pratos por metro; k = fator de retencao.

Fonte: adaptado de Bortalieiro (2016)

O numero de pratos ¢ o parametro utilizado para determinar a eficiéncia da coluna

cromatografica. Para picos gaussianos, o nimero de pratos pode ser calculado pela equagdo 3:

N=16GD)7 ()
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no qual, N = niimero de pratos; t; = tempo de retengdo e wy = largura do pico na sua
base.

A teoria dos pratos em cromatografia se da através de uma analogia com o processo de
destilacao e extracao fracionada. Na destilagao, um prato ¢ definido como o tamanho da secao
de uma coluna, na qual a por¢ao no estado de vapor esteja em equilibrio com a por¢do no estado
liquido. De forma semelhante, supondo que a coluna cromatografica fosse como uma série de
estagios separados onde ocorre o equilibrio entre o soluto, a fase estacionaria e a fase movel,
cada estagio ¢ considerado como um prato. Além do nimero de pratos, outro fator determinante
para a eficiéncia da coluna ¢ a altura do prato, que pode ser definida como o comprimento da
coluna que contém um prato teérico. Dessa maneira, para uma coluna de comprimento L,
quanto menor a altura do prato, maior sera o numero de pratos €, consequentemente, maior a
eficiéncia cromatografica (CIOLA, 1998; HARRIS, 2005).

Em HPLC, um parametro que ¢ diretamente influenciado pela eficiéncia da coluna
cromatografica ¢ a largura do pico. Como pode ser observado na Figura 3, a largura do pico ¢é
inversamente proporcional a eficiéncia da coluna. Consequentemente, com o estreitamento do

pico, tem-se um sinal analitico mais intenso.

Figura 3 — Efeito da eficiéncia da coluna na largura do pico
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Legenda: N = nlimero de pratos por metro.

Fonte: Stoll (2022)

Apesar da teoria dos pratos ser utilizada para descrever a eficiéncia de separagao em
cromatografia como uma analogia ao processo de destilacdo fracionada, a ndo existéncia de

pratos nas colunas cromatograficas fez com que este termo fosse criticado por pesquisadores
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da area. Além disso, o fato de o processo cromatografico ocorrer em um fluxo de fase mével
traz uma situagdo de “ndo equilibrio” entre as fases movel e estacionaria que nao ¢ abordada na
teoria dos pratos. Sendo assim, foi desenvolvida uma teoria que levasse em consideracao essa
situagdo de “ndo equilibrio”, chamada de Teoria da Velocidade em Cromatografia, e a equagao
que a define ¢ a Equagdo de van Deemter, um dos autores do modelo. A equagdo 4 tenta definir
a dispersdo do analito entre as fases estacionaria e movel e utiliza trés termos para equacionar

a altura dos pratos:
B

no qual: H = altura do prato; termo A, B, Csm € Cre = constantes que dependem da fase
movel e estacionaria; ux = fluxo de fase moével (LANCAS, 2016).

O termo A da equagdo de Van Deemter ¢ denominado difusdo turbulenta e estd
relacionado com os multiplos percursos que os analitos podem ter durante a eluicao nos canais
irregulares da fase estacionaria, ou seja, o comprimento do percurso de um mesmo analito pode
diferir consideravelmente, gerando um alargamento no pico de detec¢ao (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2009).

O termo B ¢ denominado difusao longitudinal e pode ser compreendido pela difusdo das
moléculas da amostra de uma regido de maior concentragdo para uma de menor concentracao.
Para este termo, quanto maior for a taxa de vazao de fase movel, menor sera o tempo gasto para
o analito percorrer a coluna e, consequentemente, ocorre menos alargamento difusivo
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009).

Por ultimo, os termos Csm € Ct determinam a transferéncia de massa, processo no qual
ocorre a difusdo das moléculas da fase movel para a fase estaciondria e vice-versa. Sendo assim,
haver4 um equilibrio entre a quantidade de soluto presente na fase estacionaria e na fase movel
que dependera da constante de parti¢ao do soluto entre as fases. Com o fluxo cromatografico,
o equilibrio do sistema tende a ser perturbado, uma vez que o movimento da fase movel carrega
parte da amostra. Este desequilibrio faz com que haja transferéncia de massas entre as fases
para que o equilibrio seja retomado (LANCAS, 2016).

A equagdo desenvolvida por van Deemter, por se tratar de cromatografia gasosa, nao
diferencia os termos C em transferéncia de massa na fase movel e na fase estaciondria.
Entretanto, sabe-se que em cromatografia liquida estas velocidades podem nao ser iguais e,
portanto, ¢ necessario desmembra-las (LANCAS, 2016).

Diferentemente do que acontece com o termo B, para o termo C o aumento da taxa de

vazao da fase movel contribui para o ndo equilibrio do soluto entre as fases, prejudicando a
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uniformidade da eluigdo. Percebe-se, entdo, a importancia de se determinar a taxa otima de

fluxo da fase movel para o método de analise, pois ela influencia diretamente na eficiéncia da

separacao (MALDANER; JARDIM, 2009).

Em relagdo a instrumentacdo, o HPLC possui alguns componentes que sdo comuns a

todos os cromatdgrafos:

a)

b)

d)

reservatorio de fase movel: local onde é armazenada a fase movel. E importante que
o recipiente seja constituido de material inerte para que seja assegurada a integridade
da fase movel;

degaseificador: acoplado ao sistema, tem a funcdo de retirar os gases dissolvidos na
fase movel que podem formar bolhas, atrapalhando a separagdo e a detec¢ao dos
componentes presentes na amostra,

bomba de alta pressdao: deve proporcionar uma vazao de fase mével constante e
reprodutivel e ser inerte aos solventes utilizados. O HPLC possui dois modelos de
elui¢do: o isocratico e o em gradiente. No modelo isocratico a composi¢ao da fase
moével permanece constante durante toda separagdo, enquanto que em gradiente a
composi¢do da fase movel ¢ alterada com o tempo. O modo em gradiente da a
possibilidade de modificar a for¢a da fase movel ao longo do tempo, permitindo uma
melhor separacdo dos componentes. Em contrapartida, metodologias de analise em
gradiente possuem a desvantagem de necessitar de recondicionamento da coluna ao
final de cada corrida cromatografica;

injetor: a injecdo em HPLC pode ser automatica ou manual. Na inje¢ao automatica,
as amostras sao acondicionadas em vials € o processo de injecdo da amostra nao
possui interferéncia do analista. Diferentemente, na injecdo manual, o analista ¢
quem injeta a amostra, sendo mais propensa a variagdo nos resultados. Em ambos
0s casos, ¢ necessario para reprodutibilidade do método que o volume de injegdo
seja 0 mais preciso possivel,

coluna de guarda ou pré-coluna: colocada antes da coluna de separagdo, possui a
finalidade de reter impurezas que possam estar presentes na amostra, protegendo a
coluna de separacdo e dando a ela maior vida util;

coluna de separagdo: constituida de material inerte e resistente, € o local onde a fase
estaciondria permanece fixada. A coluna de separacdo pode ser analitica, semi-
preparativa, preparativa e industrial. O que difere cada uma delas ¢ a quantidade de

amostra que elas suportam a cada injecdo e, consequentemente o seu tamanho. Nas
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colunas analiticas sdo injetadas amostras na ordem de nanogramas, semi-
preparativas na ordem de miligramas, preparativa na ordem de gramas e as
industriais na ordem de quilogramas;

g) detector: equipamento capaz de registrar um sinal no momento que um componente
da amostra passar por ele. Utiliza de propriedades fisicas ou fisico-quimicas destes
componentes para registrar o sinal que deve ser proporcional a concentragcdo do
analito. Pode ser universal ou seletivo. Sdo exemplos de detectores utilizados:
detector UV-vis, detector de fluorescéncia, detector de indice de refracao,
espectrometro de massas, entre outros;

h) software: programa capaz de controlar as condi¢des de corrida, como temperatura
da coluna, fluxo de fase mével, volume de inje¢do de amostra, entre outros, € capaz

de armazenar os dados gerados pelo detector.

Figura 4 — Esquema de instrumentacgao para HPLC

Coluna com fase estacionaria

L Cromatograma

Injetor

ly
L

Computador
(armazena os dados)

Solvente
(fase movel) Amostra

Detector

Bomba de
alta pressao

Descarte

Fonte: Waters (2022)°

A deteccao por espectrofotometria no UV-Vis € uma das mais utilizadas em HPLC. Seu
principio estd fundamentado na Lei de Lambert-Beer, na qual diz que hd uma relagao
exponencial entre a transmissdo de luz através de uma substancia e a concentra¢do desta

substancia. Neste sentido, o parametro que ira determinar a intensidade de luz transmitida pela

SDisponivel em: https://www.waters.com/nextgen/pt/pt/education/primers/beginner-s-guide-to-
uplc/bands-peaks-and-band-spreading.html



29

amostra sera a absortividade molar. Cada substancia apresenta uma absortividade molar em um
dado comprimento de onda. E importante destacar que, para seja possivel identificagio e
quantificagdo de um analito, a sua absortividade molar precisa ser maior que zero no
comprimento de onda escolhido. Portanto, o espectrofotometro UV-Vis ¢ classificado como
detector seletivo, pois detecta apenas componentes que absorvem luz no comprimento de onda
selecionado. Apesar disso, 0 HPLC acoplado ao espectrofotometro UV-Vis ndo ¢ utilizado na
caracterizacdo molecular, pois substancias diferentes podem eluir no mesmo tempo de retengao

e absorver luz no mesmo cumprimento de onda (SWADESH, 2000).

2.4.1 Método de quantificacio de teor e impurezas em comprimidos de enalapril

O método de quantificagdo de teor e impurezas em comprimidos de maleato de enalapril
descrito na Farmacopeia Brasileira e utilizado nos laboratorios de controle de qualidade das
industrias farmacéuticas no Brasil ¢ realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Esta
metodologia, utilizando os mesmos parametros cromatograficos, também estd presente nas
monografias da Farmacopeia Britanica (British Pharmacopoeia) e da Farmacopeia Americana
(United States Pharmacopeia). No ensaio de teor, a concentragdo de enalapril ¢ calculada
através da relacdo da area do pico do enalapril na amostra e na solugdo padrao. No ensaio de
substancias relacionadas sdo quantificados na amostra, os picos referentes a dicetopiperazina
de enalapril e ao enalaprilato, que sdo compostos de degradacdo do enalapril de estrutura
conhecida. Além disso, também sdo quantificados os picos que corresponderem a pelo menos
0,1% do pico referente ao enalapril no cromatograma do padrdo e que ndo estiverem presentes

na solucao tampao, com excec¢ao do proprio enalapril e do 4cido maleico (BRASIL, 2019).

Figura 5 — Estrutura do enalaprilato

Fonte: Pereira (2007)
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Figura 6 — Estrutura da dicetopiperazina
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Fonte: Pereira (2007)

E possivel encontrar na literatura, trabalhos que apresentam métodos analiticos
alternativos, por espectrofotometria UV-vis e quimioluminescéncia, que quantificam o teor de
enalapril em comprimidos, porém nao siao capazes de quantificar as suas impurezas. [sso
porque, na maioria dos casos, ¢ necessaria uma técnica cromatografica para separacdo do
principio ativo de suas impurezas para que se possa quantifica-las. Por isso, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia ¢ uma técnica importantissima em laboratérios de Controle de
Qualidade, sendo muito utilizada nas analises de farmacos (AL-ARFAJ; AL-
ABDULKAREEM; ALY, 2009; STOLARCZYK et al., 2008).

2.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS PARA HPLC-UV

Segundo a RDC N° 166 de 24 de julho de 2017 da ANVISA, a validacdo de métodos
analiticos empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos bioldgicos deve
“demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis e ¢ adequado a finalidade a
que se destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos”.

Um método analitico precisa ser validado sempre que ndo estiver presente em
compéndios oficiais ou quando se desenvolve ou efetue adaptagdes em metodologias validadas,
inclusdo de novas técnicas e equipamentos (BRASIL, 2017).

Ao desenvolver um novo método analitico de quantificacdo de teor e impurezas
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia os seguintes parametros devem ser testados
no processo de validacao: seletividade, linearidade, limite de detec¢ao e quantificacao, precisao,
exatiddo e robustez (BRASIL, 2017).

A seletividade ¢ o parametro da validacdo analitica no qual deve ser comprovado que o
sinal analitico de interesse reflete apenas ao analito que se deseja identificar ou quantificar,

mesmo que na presenca de diluente, matriz e impurezas (BRITO et al., 2003).



31

A linearidade de um método analitico deve ser comprovada através da relacdo
diretamente proporcional entre a resposta analitica e a concentragdo de um analito em uma
amostra (RIBANI ez al., 2004).

Ap0s a realizagdo dos ensaios de linearidade, deve-se construir uma curva analitica para
apresentacgao da correlacdo concentracdo versus resposta, na qual pode ser representada através
da fungdo y = ax + b, em que y ¢ a resposta analitica, x ¢ a concentragdo do analito, a é o
coeficiente angular ¢ b o coeficiente linear da reta. E importante destacar que, para avaliagio
da linearidade, o coeficiente de correlagio (r?) deve ser no minimo 0,990 (BRASIL, 2017).

O limite de detec¢ao de um método analitico pode ser compreendido como a menor
concentragdo de um analito na qual pode-se detecta-lo, porém, ndo obrigatoriamente quantifica-
lo. J& o limite de quantifica¢do ¢ a menor quantidade que um analito pode ser quantificado com
precisao e exatidao aceitaveis (RIBANI ez al., 2004 ).

Os ensaios de precisdo tem por objetivo avaliar o quao proximo estdo os resultados das
replicatas obtidas através de amostras preparadas de acordo com o método analitico que esta
sendo validado. Esta avaliagao se da através do calculo do desvio padrao relativo, utilizando a
equagao 5:

DPR = 22 x100 (5)
CMD

no qual: DPR ¢ o desvio padrao relativo, DP ¢ o desvio padrao e CMD ¢ a concentragdo
média determinada (BRITO et al., 2003).

A precisdao pode ser expressa através da repetibilidade, da precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade. Para a repetibilidade, as amostras sdao submetidas ao mesmo procedimento
descrito no método analitico, em um mesmo dia, por um mesmo analista. Na precisao
intermediaria, deve-se comparar os resultados obtidos entre analises de pelo menos dois dias
diferentes e realizadas por analistas distintos. Na reprodutibilidade, o objetivo ¢ avaliar os
resultados obtidos em laboratérios diferentes (BRITO et al., 2003).

A exatiddo indica o grau de concordéancia do resultado obtido através da execugdo da
metodologia em validagdo com aquele que ¢ tido como verdadeiro. Pode ser determinada
através do ensaio de recuperagdo, no qual ¢ adicionada a matriz, uma quantidade de solugao

padrdo de concentragdo conhecida e calculada através da equagao 6:

~ Concamostra com adicio de padrio— CONCamostra
Recuperacio (%) = Lo fepaie x 100 (6)
Conciesrica do analito adicionado

no qual: Conc = concentra¢do (VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007).
A robustez € o parametro que avalia se 0 método analitico mantém a precisao dos

resultados perante a pequenas variagcdes das condi¢des de analise. Em andlises quantitativas,
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deve-se avaliar os impactos das variagdes utilizando os mesmo critérios que na exatidao

(VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007).

2.6 QUIMICA VERDE

A industria quimica ¢ uma das mais importantes no mercado econémico mundial, visto
que contempla diversos setores, como farmacéutico, fertilizantes, cosméticos, alimentos,
defensivos agricolas, tintas, entre outros. Um ponto em comum entre todos os setores da
industria quimica ¢ a geracdo de residuos. Os residuos de solventes organicos vindos de
atividades laboratoriais produzem impactos para o meio ambiente, poluindo os solos e a 4gua
(GOMES et al., 2018; KANNAIAH et al., 2021). Neste contexto, o desenvolvimento de
metodologias analiticas que reduzam o consumo de solventes vai ao encontro do que hoje ¢
chamado de Quimica Verde.

A Quimica verde foi definida por Lenarddo et al (2003), como: “o desenho,
desenvolvimento e implementagdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar
0 uso ou geracdo de substancias nocivas a saude humana e ao ambiente.” A aplicacdo da
Quimica verde tem sido tratada como essencial, por governantes e pesquisadores, no
desenvolvimento de uma economia sustentavel e na preservagdo dos recursos ambientais
(SOUZA-AGUIAR et al, 2014).

Com o passar do tempo, foi surgindo uma nova vertente da Quimica verde, a Quimica
analitica verde (QAV). A QAV tem como principios: a redu¢do e/ou eliminagdo da utilizagdo
de reagentes e solventes toxicos, diminui¢do do gasto de energia, simplificacdo do preparo de
amostra, gerenciamento de residuos, utilizagdo de métodos analiticos que combinam a
quantificagdo de mais de um analito, nimero e tamanho de amostras minimizados e garantia da
seguranca do analista. Ainda assim, ¢ importante destacar que a implementagdo destes
principios citados anteriormente deve ser realizada racionalmente, uma vez o objetivo ¢ aliar a
garantia da qualidade dos resultados analiticos com a redu¢do do impacto ambiental
(GANUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013).

Quando se deseja substituir um método analitico j& existente por um outro, os critérios
de validagdo, como, sensibilidade, exatiddo, precisao e limites de deteccdo e quantificagdo sao
usualmente utilizados para comparagdao dos métodos. Com o desenvolvimento da Quimica
Analitica Verde, questdes relacionadas a sustentabilidade da metodologia analitica vem

ganhando importancia. Com isso, além dos critérios de validag@o analitica, parametros como
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toxicidade dos reagente utilizados, consumo de energia na instrumentagdo, gastos com
transporte, armazenamento e preparo de amostras, geragao de residuos de solventes e seguranga
do analista também sdo levados em consideracao na escolha do método (LA GUARDIA;
ARMENTA, 2011).

Neste sentido, um dos principios elementares da Quimica verde ¢ a reducdo na producgdo
de residuos quimicos potencialmente toxicos ao ser humano e ao meio ambiente. Estes residuos
sao comumente gerados na industria farmacéutica no processo de fabricacdo de medicamentos
e nas analises laboratoriais. O principal ensaio analitico realizado no Controle de Qualidade e
na Pesquisa e Desenvolvimento que consomem solventes organicos e geram residuos ¢ a
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

No intuito de diminuir o impacto ambiental das anélises por HPLC, ¢ sugerido utilizar
solventes organicos mais “verdes”, ou seja, menos nocivos ao ser humano e ao meio ambiente.
Pensando nisso, Prat, Hayler ¢ Wells (2014) dividiram os solventes organicos em seis
categorias, indo do recomendavel até o altamente perigoso. Nesta divisdo, a acetonitrila, que &
um solvente muito utilizado em HPLC, ¢ categorizado como problemadtico. A acetonitrila
apresenta em sua estrutura um grupamento nitrila, que quando incinerado gera gas cianidrico,
um géas altamente toxico e que pode ser letal ao ser humano. Entretanto, o etanol e o metanol
sao classificados como recomendaveis, ou seja, sd0 menos nocivos ao ser humano e ao meio
ambiente, e possuem caracteristicas que dao a possibilidade de substituirem a acetonitrila na
composicao de fases moveis em cromatografia liquida (AMORIM, 2018).

Capello, Fischer e Hungerbiihler (2007) desenvolveram uma metodologia quantitativa
para classificar os solventes organicos de acordo com os principios da Quimica Verde, chamada
Environmental, health and safety method. Além disso, foi avaliado o ciclo de vida do solvente,
através de uma segunda ferramenta chamada Life-cycle assessment, em que aquele que ¢
recuperado via destilacdo ¢ melhor pontuado do que aquele que ¢ descartado via incineragao,
por exemplo. Desta forma, 26 solventes organicos foram avaliados, dos quais os alcoois
simples, como etanol e metanol, e os alcanos, como heptano e hexano, tiveram melhores
resultados que 4cidos, acetonitrila e formaldeido.

Com isso, faz-se necessario a revisao de métodos de analises farmacopeicos que usam
esses solventes em grande quantidade, com o objetivo de trabalhar na substituicdo ou redugdo
do consumo de solventes organicos de alta toxicidade.

Algumas ferramentas sao utilizadas para classificar um método analitico em relagdo aos

principios da Quimica Analitica Verde. O National Environmental Methods Index (NEMI) ¢é
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uma das ferramentas mais antigas de avaliacdo de metodologias. Neste procedimento, os
métodos analiticos sdo avaliados levando em consideragdo os reagentes utilizados, através de
quatro critérios: persisténcia no meio ambiente, bioacumulatividade e toxicidade;
periculosidade dos residuos; corrosdao (pH<2 ou pH>12) e quantidade de residuos que sdo
gerados. Esta metodologia usa um circulo dividido em quatro partes, em que cada quadrante

representa um critério a ser avaliado (KANNAIAH et al., 2021).

Figura 7 — Modelo de pictograma NEMI

Legenda: PBT: reagentes persistentes, bioacumulativos ou toxicos; Hazardous: reagentes
perigosos; Corrosive: reagentes com pH abaixo de 2 ou acima de 12; Waste: geragdo de mais
de 50 mL de residuo por analise.

Fonte: Pereira (2007)

O primeiro quadrante ¢ baseado na Toxic Release Inventory, lista de reagentes PBT
(persistente, bioacumulativo e toxico) criada pela Agéncia de Protecio Ambiental (EPA) dos
Estados Unidos. Para que seja pintado de verde no primeiro quadrante, o método ndo pode
apresentar nenhum reagente presente nesta lista. O segundo quadrante diz respeito a produgao
de residuos perigosos que sdo gerados durante a execu¢do do método. Para definicdo de
periculosidade, ¢ utilizada uma lista criada pela EPA, na qual sdo informados os reagentes que
irdo gerar residuos perigosos. Da mesma forma que o primeiro quadrante, o segundo sera
pintado de verde se ndo apresentar nenhum reagente na respectiva lista. O terceiro quadrante
representa o pH dos reagentes utilizados, que devem estar entre 2 e 12 para que o quadrante
seja pintado de verde. E por ultimo, o quarto quadrante sera verde se o método ndo gerar mais
de 50 gramas ou mililitros de residuos por anélise. A NEMI apresenta a vantagem de ser simples

e de facil interpretagdo, porém nao atinge os doze principios da quimica verde, nao abrangendo



35

as questdes de gastos de energia e seguranga do analista (A EMAM et al., 2020; KANNAIAH
etal.,2021).

Outra ferramenta de classificagdo de métodos analiticos € a Eco-Scale. Foi proposta por
Van Aken, Strekowski e Patiny (2006) com intuito de classificar reacdes de sinteses organicas
e, posteriormente, foi adaptada para a Quimica Analitica. E baseada na penalizagio por
critérios, em que para cada parametro que estiver fora do especificado, serdo somadas
penalidades que serdo descontados de um total de 100 pontos ao final do processo. Neste
sentido, os métodos que obtiverem maior pontuacao serdo considerados mais sustentaveis. Os
critérios utilizados nesta ferramenta sao:

a) reagentes: quantidade e periculosidade dos reagentes utilizados;

b) instrumenta¢do: consumo de energia, seguranca na operagao e geracao de residuos.

A NEMI e a Eco-Scale podem ser utilizadas concomitantemente, pois geram resultados
complementares, uma vez que, a primeira traz dados qualitativos através de pictogramas que
podem ser interpretados mais rapidamente; ¢ a segunda ¢ uma ferramenta quantitativa que leva
em considera¢ao um maior nimero de aspectos do método e ¢ capaz de classificar dois métodos
com maior objetividade.

O GAPI (Green Analytical Procedure Index) ¢ uma ferramenta qualitativa que avalia o
método analitico dividindo-o em trés categorias: preparo da amostra, reagentes e solventes e
instrumentacgdo. Essas trés categorias sao subdivididas em 15 subcategorias com o objetivo de
analisar cada etapa do processo analitico. Para cada subcategoria tem-se um pictograma que ¢
pintado de verde, amarelo ou vermelho, indo do mais para o menos sustentavel de acordo com
os principios da QAV. Além disso, métodos quantitativos sao representados com um circulo no
pictograma central, diferenciando-os dos qualitativos. O Quadro 1 traz as categorias de
avaliacdo da ferramenta GAPI com a sua respectiva classificagdo em verde, amarelo ou

vermelho (PIOTKA-WASYLKA, 2018; KANNAIAH et al., 2021).



36

Quadro 1 — Modelo de classicagao da ferramenta GAPI

Subcategoria Verde Amarelo Vermelho
) On-line ou at- )
1 Coleta In-line ) Off-line
line
) Quimica ou Quimica ou
2 Preservacao Nao necessaria ) .
fisica fisica
3 Transporte Nao necessario Necessario
] Sob condi¢des Sob condigdes
4 Armazenamento Naio necessario ] o
normais especiais
Procedimentos  Procedimentos
m . . Sem . .

3‘03) Tipo de método: direto ou simples mais
) 5 o preparagdo de
g indireto (filtracdo, complexos,
< amostra .

—8 centrifugag@o) como extragdo
% 6 Escala da extragdo Nano-extracdo  Micro-extra¢do  Macro-extragao
o
L Uso de Uso de
A Sem uso de

. solventes e solventes e
7  Solventes e reagentes utilizados solventes e
reagentes reagentes “nao-
reagentes
“verdes” verdes”
Tratamentos
simples Tratamentos
. . . Sem . . .
8 Tratamentos adicionais ) (remogao de adicionais
necessidade o
solventes, (derivatizagdo)
purificagdo, etc)
Quantidade de reagentes ¢ 10— 100 mL ou
9 <10mLoug >100mLoug
solventes g
Substancias Substancias de ]
o Substancias
levemente toxicidade
» ] altamente

9 toxicas, moderada, ) )
= . ) ) ) ) toxicas, listadas
4 10 Perigo a satide listadas na lista  listadas na lista ]
< na lista NFPA
7 NFPA com NFPA com
ot N . com pontuagdo
§ pontuacdo 0 ou  pontuagdo 2 ou A
5 1 3
&

&) Pontuagcdo de 0  Pontuagdo de 2  Pontuacao de 4

ou 1 na NFPA ou 3 na NFPA na NFPA em
11 Riscos a seguranga em relagdo a em relagdo a relacdo a
substancias substancias substancias
inflamaveis inflamaveis inflamaveis
= q ) <0,1 kWhpor <1,5kWhpor >1,5kWh por
7 g12 Gasto de energia
RS- amostra amostra amostra
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Vedagao

Emissao de
hermética do
13 Perigo ocupacional vapores na
processo
atmosfera
analitico
14 Quantidade de residuos <IlmLoug 1-10mLoug >10mLoug
Degradagdo,
15 Tratamento de residuos Reciclagem ) Sem tratamento
passivacao

Fonte: Plotka-Wasylka (2018)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar o método analitico de quantificacdo de teor e impurezas de maleato de
enalapril em comprimidos, proposto pela Farmacopeia Brasileira 6* edi¢do, de tal forma que o
novo método tenha maior eficiéncia analitica, menor impacto ao meio ambiente, além de ser

capaz de cumprir com as especificagdes descritas na Farmacopeia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho sdo:

a) transferir a metodologia de quantificacdo de teor e impurezas de maleato de
enalapril para coluna cromatografica de 100 mm de comprimento;

b) estudar o fluxo e a composi¢do da fase mével com o intuito de encontrar aqueles
que apresentem melhor eficiéncia de separagao, aliando tempo de analise e impacto
ao meio ambiente;

¢) comparar o método analitico otimizado com o Farmacopeico a partir das
ferramentas NEMI, Eco-Scale e GAPI,

d) validar o método analitico otimizado seguindo os pardmetros de validagao descritos

na RDC N° 166/17 da ANVISA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Padroes analiticos e amostras comerciais

Foram utilizados padrdo de maleato de enalapril da Sigma, lote LRAC3898 e validade
agosto/2023 e padrdo de enalaprilato da Farmacopeia Europeia de lote 1.1. Foi utilizada
matéria-prima de maleato de enalapril adquirida em farmacia de manipulagao de Juiz de Fora-
MG, marca Florien, lote 20A25B032060701 e validade 01/04/2024.

As amostras de comprimidos de maleato de enalapril foram adquiridas em drogarias de

Juiz de Fora-MG. Seus dados estdo descritos no quadro a seguir.

Quadro 2 — Descrig@o das amostras comerciais

Principio Teor _ Data de
Fabricante Lote
ativo declarado validade
5mg Fabricante A 108456 11/2023
Maleato de :

. 10 mg Fabricante B 26223660 08/2023

enalapril
10 mg Fabricante C 3MO0688 04/2025

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.1.2 Solventes e reagentes

Os solventes utilizados neste trabalho foram acetonitrila grau HPLC-UV (Dinamica)
etanol grau HPLC-UV (Dinamica) e agua purificada obtida através do sistema osmose reversa
(Quimis). Os reagentes utilizados foram fosfato de sédio (Vetec) e acido fosforico PA

(Dinamica).

4.1.3 Equipamentos e consumiveis

HPLC Agilent Technologies 1260 Infinit II; Detector UV-vis — modelo G7117C;
Software Agilent Masshunter Workstation Data Acquisition; Software Agilent Masshunter
Qualitative Analysis Navigator; HPLC Waters; Coluna cromatografica Agilent Zorbax Eclipse
Plus C18 (100 x 4,6 mm; 3,5 um); Balanga analitica Shimadzu — modelo AUY?220; Chapa
aquecedora Quimis — modelo Q310-22B; Banho de ultrassom Ultroniquer — modelo Q30/40;
Medidor de pH Digimed; Purificador de 4gua Quimis — modelo Q842U210;
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4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das solucoes

4.2.1.1 Tampao fosfato de sddio pH 2,2

Foi dissolvido 1,38 gramas de fosfato de sd6dio monobasico anidro em 800 mL de dgua
purificada. Em seguida, foi acertado o pH para 2,2 com acido fosforico PA e o volume foi
completado para 1000 mL com 4gua purificada. Por fim, a solugao foi filtrada em papel de filtro

com auxilio de bomba a vacuo e deixada no ultrassom por 15 minutos.

42.1.2 Solucao padrao de enalapril

Foi pesado, em balancga analitica, cerca de 10 miligramas do padrao primario de maleato
de enalapril, transferido para baldo de 5 mL e completado com agua purificada. Em seguida,
foi pipetado 1 mL dessa solugdo e diluido em quantidade suficiente para 10 mL de tampao

fosfato. Concentragdo final: 200 ug mL™!.

4.2.13 Solucgdo de dicetopiperazina

Pesou-se, em balancga analitica, cerca de 20 mg da matéria-prima de maleato de enalapril
e transferiu-se para o centro de um béquer de 100 mL, deixando a amostra concentrada em um
unico ponto. A amostra foi fundida sobre placa aquecedora a 100°C. A amostra foi retirada
imediatamente apos a fusdo e deixou-se esfriar a temperatura ambiente. Foi adicionado 25 mL
de acetonitrila ao residuo e colocado no ultrassom por 5 minutos para que houvesse a

dissolugao.

42.1.4 Solugdo padrao de enalaprilato
Foi pesado, em balanca analitica, cerca de 10 mg de padrao primario de enalaprilato e
transferido para baldo volumétrico de 25 mL. Foi dissolvido em 20 mL de 4gua purificada,

agitado em banho ultrassdnico por 5 minutos e completado o volume com 4gua purificada.

42.1.5 Solucao resolucao
Foram pipetados 400 uL da solug@o padrao de enalapril, 100 pL da solugdo padrdo de
enalaprilato, 800 pL da solug@o padrdo de dicetopiperazina e 700 pL da solugao tampao fosfato

de sodio pH 2,2.
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42.1.6 Solugdo amostra

Foram pesados e pulverizados 20 comprimidos de maleato de enalapril. Em seguida,
pesou-se, em balanga analitica, quantidade equivalente a 20 mg de maleato de enalapril e
transferiu-se para balao volumétrico de 100 mL. Foi adicionado cerca de 70 mL de tampao
fosfato de sodio pH 2,2 e deixado em banho ultrassonico por 15 minutos. Em seguida, o baldo
foi agitado manualmente por 5 minutos, completado o volume com tampao fosfato pH 2,2 e
homogeneizado. Por fim, filtrou-se a solucao em papel de filtro, desprezando os primeiros 5
mL. Este mesmo procedimento foi seguido para os comprimidos de 5 ¢ 10 mg. Concentragao

tedrica final: 200 ug mL™!' de maleato de enalapril.

4.2.2 Otimizacao do método analitico

A otimiza¢do do método analitico foi conduzida utilizando a coluna Agilent Zorbax
Eclipse Plus de fase estacionaria de octilsilano, dimensdes de 100 x 4,6 mm e tamanho de
particula 3,5um. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 50°C, o volume de injecao foi
de 20 pL e a deteccdo no UV em comprimento de onda de 215 nm. Para o pardmetro de fluxo
de fase movel foram testados os valores de 1,8 € 2,0 mL min™' e para composicio da fase movel
foram testados a acetonitrila e o etanol como solvente organico. Os ensaios foram realizados de
acordo com o Quadro 3. Os cromatogramas foram obtidos utilizando a solu¢do resolugdo, na

qual contém o enalapril e seus compostos de degradagdo, o enalaprilato e a dicetopiperazina.

Quadro 3 — Planejamento dos ensaios

Ensaio Composi¢ao da fase movel Fluxo (mL min")
1 Acetonitrila + tampao 25:75 1,8
2 Acetonitrila + tampao 25:75 2,0
3 Etanol + tampao 25:75 1,8
4 Etanol + tampao 30:70 1,8
5 Etanol + tampao 30:70 2,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2.3 Quantificacdo de teor e impurezas
Foram realizadas corridas cromatogréaficas para os testes de quantificacdo de teor e
impurezas nos comprimidos de maleato de enalapril de 5 e 10 mg, sendo que a ordem de injecao

foi a seguinte: solu¢ao tampao, solugdo resolucao, solucao padrao e solugao amostra. A solugdo
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padrdo foi injetada em triplicata. As solugdes amostra foram preparadas em triplicata, a partir
de pesagens independentes, seguindo o preparo de amostras descrito no item 4.2.1.6.

Para o ensaio de teor, foram comparadas a média das areas correspondentes ao enalapril
na solugdo padrao e a area do enalapril obtida na amostra. J& para a quantificagao de impurezas,
foram somadas as areas correspondentes ao enalaprilato, a dicetopiperazina de enalapril e
qualquer outro pico que ndo for observado na solugao tampao e obtiver area superior a 0,1% da
area do enalapril na solugdo padrao. O valor deste somatorio serd comparado com a area do
enalapril na solugdo padrao. As equagdes 7 e 8 sdo utilizadas nos calculos de teor e impurezas

em comprimidos de enalapril.

AE gapm x Cp x 100

Teor de enalapril (% por comprimido) = EoxC
P AM

(7
no qual: AEam = area correspondente ao pico do enalapril na amostra;
AEp = médias das areas correspondentes ao pico do enalapril no padrao;
Cp = concentragio de enalapril no padrio em pg mL™;

Cam = concentragdo tedrica de enalapril na amostra em ug mL;

Alap x Cp x 100

, A .. _
Teor de impurezas (% por comprimido
AEp x Cam

®)

no qual: Alam = somatdrio das areas correspondentes a todos os picos, exceto do acido
maleico e do enalapril, obtidos no cromatograma da amostra;

AEp = média das areas correspondentes ao pico do enalapril no padrao;

Cp = concentragio de enalapril no padrio em pg mL';

Cawm = concentragdo tedrica de enalapril na amostra em pg mL';

4.2.4 Validacao analitica

4241 Seletividade

A seletividade foi demonstrada através da comparagdo dos tempos de retencdo, dos
espectros UV das solugdes padrdao e amostra de enalapril, enalaprilato e dicetopiperazina e
calculada a pureza dos picos dos analitos citados através do célculo de semelhanga, utilizando

a equacdo 9:

Z?:ﬂ(xi_ Xav)-(Vi— Yav)] (9)

, [Z?:l(xi_ xav)z-zy':l(lﬁ'_ Yav)?]

no qual, r = correlagdo; x; € y; = absorbancias medidas no mesmo comprimento de onda

r =

do ponto de dados e do apice do pico, respectivamente; n = nimero de comprimentos de onda
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adquiridos por ponto de dados; Xay € yav = absorbancias médias do ponto de dados e do espectro
no apice do pico, respectivamente.
Posteriormente, ¢ calculado o fator de correspondéncia a partir da equacao 10:
Fc= r?x1000 (10)
no qual, Fc ¢é o fator de correspondéncia e r ¢ a correlagdo. O valor do fator de

correspondéncia varia de 0 (espectros sem nenhuma similaridade) a 1000 (espectros idénticos.

4.2.42  Linearidade

A linearidade foi determinada através de sete niveis, em triplicata, utilizando o padrao
de maleato de enalapril nas concentracdes de 140 a 260 pg mL™' a uma variacdo de 20 ug mL"
! por nivel. Para cada replicata, foi gerada uma curva analitica na forma area do pico versus
concentracdo do analito por meio do método dos minimos quadrados. Em seguida, foram
calculados os parametros de regressdo: coeficiente angular, intersecgdo com o e€ixo y e
coeficiente de correlacdo. Por fim, foram realizados calculos estatisticos de analise de variancia
para determinacdo da significancia da regressdo e verificar se houve falta de ajuste. Além disso,
foi utilizado o teste de Cochran para avaliagdo da homocedasticidade dos dados (BRASIL,

2017).

4243 Limite de deteccdo e quantificagdo

Os limites de detecgdo e quantificagdo do enalaprilato foram realizados através da
construgdo da curva analitica em 5 niveis, na qual a concentra¢do de enalaprilato variou de 2 a
6 ng mL!, somando 1 ng mL™! por nivel. A partir dos valores de 4rea de enalaprilato em cada
nivel ¢ gerada a curva area do pico versus concentragdo e obtida a equagdo da reta. Com os

valores da equacdo, obtém-se os limites usando as equagdes 11 e 12.

3,3
para o limite de deteccdo: LD = 1; 2 (11)
.. . - 10x o
para o limite de quantificacdo: LQ = C (12)

em que: IC ¢ a inclinagdo da reta e 6 € o desvio padrao obtido do intercepto com o eixo

Y de trés curvas analiticas construidas contendo concentragdes proximas ao suposto

limite de deteccao.

Da mesma forma, os limites de deteccdo e quantificacdo da dicetopiperazina de enalapril
foram obtidos a partir da construgdo da curva analitica em 5 niveis, na qual a solu¢ao de menor

concentragio tem de 4 a 8 ug mL' e a maior concentragio tem de 8 a 12 ug mL' de
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dicetopiperazina de enalapril. Os mesmos célculos usados para calcular os limites do

enalaprilato sdo validos para a dicetopiperazina.

4244 Precisdo

Para avaliagdo da precisdo da metodologia foram estudadas a repetibilidade, a precisdao
intermedidria e a reprodutibilidade. O processo de preparo das amostras, configura¢do das
condigdes cromatograficas e quantificacdo foram realizados da mesma forma que na
Quantificacao de teor e impurezas presente no item 4.2.3.

Desta maneira, a repetibilidade do método foi estudada nas apresentagdes de
comprimidos de 5 ¢ 10 mg de maleato de enalapril, na qual a analise de quantifica¢do de teor e
impurezas foi realizada em quadruplicata. Na precisdo intermediaria, o método foi testado
utilizando comprimidos na apresentagdo de 10 mg, em quadruplicata, em um dia diferente da
repetibilidade e um outro analista. Para a reprodutibilidade, a andlise foi realizada em
comprimidos de 10 mg, quadruplicata, em um laboratério diferente, utilizando um
cromatodgrafo de outro fabricante.

Para quantificar a precisao, foram calculados os desvio padrao relativo dos resultados

de teor de enalapril, enalaprilato e dicetopiperazina.

4.2.4.5  Exatidao
Para avaliacdo da exatiddo do principio ativo, foram preparadas, em triplicata, amostras
a partir de comprimidos de maleato de enalapril 10 mg, de acordo com o item 4.2.1.6. Para cada
replicata, foram injetadas as solugdes nas seguintes concentracoes:
a) solucdo amostra 200 ug mL;
b) solugdo amostra 200 pg mL™' + padrio enalapril 160 ug mL"! (concentragio
baixa);
¢) solugdo amostra 200 pg mL™! + padrio enalapril 200 pg mL™ (concentragio
média);
d) solugdo amostra 200 ug mL"! + padrio enalapril 240 pg mL™"' (concentragio
alta);
Para a exatiddo do enalaprilato, foi seguido o mesmo procedimento realizado para o
enalapril, e foram injetadas as solugdes nas seguintes concentracgoes:

e) solugdo amostra 200 ug mL™';
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f) solugdo amostra 200 pg mL™! + padrio enalaprilato 5 pg mL™ (concentragio
baixa);
g) solugdo amostra 200 pg mL™! + padrio enalaprilato 6 pg mL™ (concentragdo
média);
h) solugdo amostra 200 ug mL™! + padrio enalaprilato 7 pg mL™! (concentragio
alta);
Foi calculada, para cada nivel de concentragdo de padrdo, a recuperagao ¢ o desvio
padrao.
Nao foi testada exatiddo para a dicetopiperazina devido a auséncia de padrao primario
ou secundario.
4.24.6 Robustez
Na avaliagdo da robustez, ¢ testada a capacidade do método analitico em se manter
preciso quando submetido a pequenas variagdes nas condigdes analiticas. Conforme
preconizado na RDC N° 166 de 2017, para analises em HPLC, deve ser avaliado o preparo e
conservacao da amostra e os parametros cromatograficos.
Neste sentido, foram realizadas pequenas variagdes no método analitico, as quais estdo
indicadas no Quadro 4. Nao foi testada a variagdo inferior do pH da fase movel porque foi

preferido ndo submeter a coluna a um pH no limite minimo de sua especificacao, que ¢ de 2,0.

Quadro 4 — Ensaio de Robustez

Variacao Condic¢ao Variacao
Parametros analiticos
inferior normal superior
Tempo de solubiliza¢do no ultrassom | 12 minutos 15 minutos 18 minutos
Injecdo apés | Injegdo apds
Estabilidade da amostra
0 preparo 24 horas
pH da fase movel 2,2 2,4
Composicao da fase movel 28:72 30:70 32:68
Fluxo da fase movel 1,7mL min? | 1,8 mL min™ | 1,9 mL min’
Temperatura da coluna 48°C 50°C 52°C

Fonte: Brasil (2017); Elaborado pelo autor (2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DO METODO ANALITICO

Para a proposta de otimizagdo do método analitico de teor e impurezas organicas em
comprimidos de maleato de enalapril foi tomada como base a metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira 6* edicdo volume 2, e que apresenta as seguintes condigdes
cromatograficas: coluna cromatografica octilsilano de dimensodes 250 x 4,6 mm e tamanho de
particula 5 um; temperatura do forno da coluna de 50°C; fase movel composta por acetonitrila
e tamp3o fosfato de sddio pH 2,2 25:75; fluxo da fase mével de 2,0 mL min™!; volume de injegdo
de amostra de 50 pL e detecgdo UV a 215 nm.

Neste sentido, foram elencados os parametros de otimizacdo, sendo eles: coluna
cromatografica, temperatura da coluna, composi¢ao da fase movel e fluxo da fase mével.

Como um dos objetivos do trabalho ¢ a reducdo do tempo de analise, foi escolhida a
coluna Agilent Zorbax Eclipse Plus (100 x 4,6 mm; 3,5 pm). Em comparacdo com a coluna
especificada no método farmacopeico, a coluna escolhida para otimizagdo tem comprimento
menor e ¢ do tipo octadecilsilano (C18). A escolha por uma coluna C18 deve-se a esta reter
mais os compostos hidrofobicos, compensando a redu¢ao no comprimento da coluna.

A influéncia da temperatura da coluna ja foi estudada no trabalho de Salamoun e Slais
(1991), no qual obtiveram resultados que vao ao encontro do especificado no método
farmacopeico. Neste trabalho, os autores concluiram que a temperatura nao influenciaria nos
tempos de retengdo dos compostos € que uma diminuicao desta provocaria mudanga na forma
do pico do enalapril.

Posteriormente, Bhardwaj e Singh (2007), também em um trabalho de otimizacdo do
método de analise por HPLC de doseamento de enalapril em comprimidos, concluiram que em
temperaturas abaixo de 60°C e pH acima de 3,0 ndo houve boa separagdo entre o pico do
enalapril e os seus produtos de degradagao. Além disso, o meio acido da fase mével proporciona
ao sistema maior capacidade de separagdo, sendo que a coluna Zorbax apresenta boa
performance em pH baixo. Neste sentido, foi decidido ndo alterar a temperatura e o pH da fase
movel no processo de otimizacdo (KOPPALA; REDDY; ANIREDDY, 2017).

Para o estudo da composicao da fase mdvel, inicialmente foram escolhidos o metanol e
o etanol como alternativa a acetonitrila pela semelhanga na forga de eluicao e seletividade de

ambos, de acordo com o nomoégrafo de fase movel e tridngulo de Snyder, respectivamente.
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Entretanto, foi descartada a utilizagdo do metanol durante o estudo devido a sua absor¢ao no
comprimento de onda de 210 a 215 nm (BHARDWAJ; SINGH, 2008).

Apesar do etanol ndo ser um solvente comumente utilizado em HPLC devido a sua alta
viscosidade, ha alguns trabalhos cientificos que estudaram a sua viabilidade, uma vez que ¢ um
solvente biorrenovavel. Enquanto isso, a acetonitrila e o metanol, que sdo solventes mais
utilizados, sdo caros e altamente toxicos. O problema da alta viscosidade do etanol ¢ a elevada
pressao que ele gera no sistema cromatografico. Entretanto, quando operado em colunas com
temperatura mais elevada, ocorre a diminui¢ao da pressao do sistema, fazendo com que o etanol
possa se tornar uma alternativa para otimizacdo de métodos cromatograficos que utilizam
solventes toxicos e ndo renovaveis (MOHAMED; LAMIE, 2016; SHAABAN, 2016;
SHAABAN; MOSTAFA, 2018; LOPES; PINTO, 2023).

Com isso, o processo de otimizagcdo do método foi realizado comparando a acetonitrila
e o etanol como componentes organicos da fase mével e variando o fluxo entre 1,8 ¢ 2,0 mL
min!. Sendo assim, foram testadas as seguintes composi¢des de fase movel:

a) composi¢do acetonitrila e tampao fosfato pH 2,2 25:75 (Farmacopeica);
b) composicao etanol e tampao fosfato pH 2,2 25:75;
¢) composi¢do etanol e tampao fosfato pH 2,2 30:70.

A composig¢ado III foi baseada na correcao da polaridade da fase movel da acetonitrila
para o etanol, através da equagdo 13:

St = 2iSidi, (13)

no qual, ST corresponde a forga total do solvente de uma mistura; S; sdo os fatores forga
peso dos solventes individuais e ¢ ¢ a fracdo volumétrica do solvente. Em fase reversa, a forga
peso da acetonitrila € de 3,2, a do etanol ¢ de 4,3 e da 4gua ¢ de 0; portanto, para que tenhamos
a mesma forca de eluicdo da mistura de acetonitrila e tampao fosfato de sodio 25:75, ¢
necessaria a proporcao de 30:70 de etanol e tampao fosfato de sddio (LANCAS, 2016).

Nas Figuras 7, 8, 9, 10 e 11 estdo inseridos os cromatogramas obtidos no processo de
otimizacdo do método. Nas Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 estdo apresentados os resultados dos

parametros cromatdgraficos de cada cromatograma.
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Figura 7 — Cromatograma da corrida analitica com fase moével acetonitrila e tampao fosfato

pH 2,2 na proporgdo 25:75 e fluxo de 1,8 mL min™!
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Legenda: Pico 1: 4acido maleico; Pico 2: enalaprilato; Pico 3: enalapril; Pico 4:
dicetopiperazina. Condi¢des cromatograficas: temperatura do forno da coluna: 50°C; volume de
injecao de amostra: 20 pL e deteccdo UV a 215 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 1 — Resultados cromatograficos da corrida analitica com fase mdvel acetonitrila e

tampdo fosfato pH 2,2 na proporgdo 25:75 e fluxo de 1,8 mL min™!

Area do tr N° de

bl pico pratos/metro S
Acido maleico 6067,06 | 0,513 0,03 3490 1,1
Enalaprilato 420,57 0,733 0,47 2500 1,5 1,4
Enalapril 5813,27 | 2,307 3,61 2940 4,3 1,1
Dicetopiperazina | 5434,61 | 13,200 | 25,40 94440 6,7 1,2

Legenda: t:: tempo de retengdo; k’: fator de retencdo; Rs: resolugdo; FC: fator caudal.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Figura 8 — Cromatograma da corrida analitica com fase moével acetonitrila e tampao fosfato

pH 2,2 na proporgdo 25:75 e fluxo de 2,0 mL min™!
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Legenda: Pico 1: 4acido maleico; Pico 2: enalaprilato; Pico 3: enalapril; Pico 4:
dicetopiperazina. Condi¢des cromatograficas: temperatura do forno da coluna: 50°C; volume de
injecao de amostra: 20 pL e deteccdo UV a 215 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 2 — Resultados cromatograficos da corrida analitica com fase mdvel acetonitrila e

tampdo fosfato pH 2,2 na proporgdo 25:75 e fluxo de 2,0 mL min™!

Acido maleico 5461,83 | 0,467 | 0,00 5740 1,1
Enalaprilato 383,18 | 0,653 | 0,31 3440 1,7 1,5
Enalapril 527221 | 2,087 | 3,17 2640 4.4 1,0
Dicetopiperazina | 4958,57 | 11,880 | 22,76 96120 6,6 1,2

Legenda: t: tempo de retengdo; k’: fator de retencdo; Rs: resolucdo; FC: fator caudal.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Figura 9 — Cromatograma da corrida analitica com fase movel etanol e tampao fosfato pH 2,2

na propor¢io 25:75 e fluxo de 1,8 mL min’!
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Legenda: Pico 1: acido maleico; Pico 2: enalaprilato; Pico 3: enalapril; Pico 4:
dicetopiperazina. Condi¢des cromatograficas: temperatura do forno da coluna: 50°C; volume de
inje¢do de amostra: 20 pL e deteccdo UV a 215 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 3 — Resultados cromatograficos da corrida analitica com fase moével etanol e tampao

fosfato pH 2,2 na proporcio 25:75 e fluxo de 1,8 mL min’!

: Area do tr N° de
Analito :
pico pratos/metro
Acido maleico 8707,00 | 0,533 | 0,07 5000 1,2
Enalaprilato 510,23 1,007 | 1,01 7740 3,9 1,6
Enalapril 7846,90 | 2,307 | 3,61 9010 5,8 1,3
Dicetopiperazina | 7140,30 | 9,860 | 18,72 90610 5,8 1,2

Legenda: t: tempo de retencdo; k’: fator de retencdo; Rs: resolucdo; FC: fator caudal.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Figura 10 — Cromatograma da corrida analitica com fase mével etanol e tampao fosfato pH

2,2 na propor¢io 30:70 e fluxo de 1,8 mL min’!
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Legenda: Pico 1: acido maleico; Pico 2: enalaprilato; Pico 3: enalapril; Pico 4: dicetopiperazina.
Condigdes cromatograficas: temperatura do forno da coluna: 50°C; volume de injecdo de
amostra: 20 puL e detecgdo UV a 215 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 4 — Resultados cromatograficos da corrida analitica com fase movel etanol e tampao

fosfato pH 2,2 na proporcio 30:70 e fluxo de 1,8 mL min’!

: Area do tr N° de
Analito :
pico pratos/metro
Acido maleico 10315,80 | 0,533 | 0,07 3130 1,3
Enalaprilato 455,80 0,867 | 0,73 9480 2.9 1,5
Enalapril 7100,80 | 1,567 | 2,13 9380 4.4 1,2
Dicetopiperazina 6521,09 | 5,707 | 10,41 72350 4,6 1,2

Legenda: t:: tempo de retencdo; k’: fator de retencéo; Rs: resolucdo FC: fator caudal.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).



52

Figura 11 — Cromatograma da corrida analitica com fase movel etanol e tampao fosfato pH
2,2 na propor¢io 30:70 e fluxo de 2,0 mL min’!
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Legenda: Pico 1: acido maleico; Pico 2: enalaprilato; Pico 3: enalapril; Pico 4: dicetopiperazina.
Condigdes cromatograficas: temperatura do forno da coluna: 50°C; volume de injecdo de
amostra: 20 puL e detecgdo UV a 215 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 5 — Resultados cromatograficos da corrida analitica com fase movel etanol e tampao

fosfato pH 2,2 na proporg¢io 30:70 e fluxo de 2,0 mL min!

Acido maleico 8239,66 | 0,520 | 0,04 3040 1,1
Enalaprilato 352,55 | 0,813 0,63 6390 2,4 0,9
Enalapril 5116,54 | 1,473 1,95 8620 4,0 1,1
Dicetopiperazina | 4691,84 | 5,147 9,29 79440 4,6 1,1

Legenda: t,: tempo de retengdo; k’: fator de retencgdo; Rs: resolugdo; FC: fator caudal.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Como apresentado nos cromatogramas, a ordem de elui¢do dos analitos foi a seguinte:
1 - &cido maleico, 2 - enalaprilato, 3 - enalapril e 4 — dicetopiperazina. O processo de separagdo

dos analitos ¢ baseado na capacidade de interagdo com a fase estacionaria e a fase mével. Uma
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vez que foi utilizado fase estaciondria C18, compostos ionizados sdo menos retidos que
compostos nao ionizados neste tipo de fase e, consequentemente, eluem primeiro. Na Figura 12

temos as estruturas dos quatro analitos em questao.

Figura 12 — Estrutura quimica do acido maleico, enalaprilato, enalapril e dicetopirazina de

enalapril
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I I
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Fonte: adaptado de Pereira (2007).

O 4cido maleico, um acido organico dicarboxilico, possui dois pKa’s: 1,92 e 6,27. Desta
forma, o grupamento carboxilico de pKa 1,92 estard na forma ionizada em pH 2,2, fazendo com
que o acido maleico tenha muito pouca interagdo com a fase estaciondria. O enalaprilato e o
enalapril s3o os que possuem maior semelhancga estrutural, com o pH da fase movel tendo um
papel fundamental na separa¢do de ambos. O enalaprilato possui trés grupos ionizaveis de pKa
2,03, 4,03 e 7,29, enquanto o enalapril possui dois grupos ionizaveis de pKa 3,74 € 5,15. Dessa
forma, o grupamento carboxilico de pKa 2,03 do enalaprilato estard na forma ionizada em pH
2,2, assim como o grupamento amino de pKa 7,29. Em contrapartida, o enalapril estara na forma
ionizada apenas no grupamento amino de pKa. 5,15, explicando, assim, o fato do enalapril
apresentar maior reten¢ao que o enalaprilato. Por ultimo, a dicetopiperazina possui apenas um
grupo carboxilico ionizavel de pKa 5,43, ndo apresentando grupo ionizdvel em pH 2,2. Com
isso, ¢ o analito que apresenta maior afinidade pela fase estaciondria e, consequentemente,
maior retengdo (REMKO, 2007; ESTADOS UNIDOS, 2023).

Além disso, pode-se observar através dos cromatogramas (Figuras 7 a 11) e das Tabelas

1 a 5 que o fator de retengdo do 4cido maleico permaneceu praticamente inalterado em todas as
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condi¢des testadas, ao contrario do restante dos analitos. Isso porque ndo ha interagdo do acido
maleico com a fase estaciondria, uma vez que ele possui fator de retengdo (k’) de
aproximadamente zero.

Comparando os resultados obtidos, a substitui¢do da acetonitrila pelo etanol como
componente organico na fase mdvel acarretou em uma diminuicdo no t; da dicetopiperazina,
aumento no t; do enalaprilato, enquanto o 4cido maleico e o enalapril apresentaram t:
praticamente inalterados.

A simples substituigdo do solvente organico na fase moével levou ao aumento da
resolugdo do pico referente ao enalaprilato. O aumento da resolugdo do pico pode ser explicado
pelo fato de, com a troca da acetonitrila para o etanol, a reteng¢do do enalaprilato ter aumentado
e a do acido maleico permaneceu inalterada, fazendo com que a distancia entre os dois picos
aumentasse. Além disso, o método com o etanol apresentou picos mais intensos para todos os
analitos, fazendo com que haja um ganho de sensibilidade no método.

Quando a propor¢ao de etanol foi alterada de 25 para 30% v/v, pdde-se observar, com
exce¢do do acido maleico, uma diminuicdo no fator de retencdo de todos os analitos,
principalmente na dicetopiperazina (18,72 para 10,41). Este resultado deve-se ao fato de que o
aumento na proporcao de etanol potencializa a for¢a de eluicao da fase movel, fazendo com que
o tempo de retencao dos analitos diminua.

Na comparacao dos métodos utilizando etanol na proporg¢ao de 30% v/v, com o aumento
do fluxo de 1,8 para 2,0 mL min' ndo obteve-se uma reducio consideravel nos tempos de
reten¢do dos analitos, entretanto houve uma diminuicao na resolu¢do do enalaprilato. Somando-
se a isso, o fluxo de elui¢do de 2,0 mL min™! acarretou no aumento da pressdo do sistema
cromatografico, parametro que implica na diminui¢do da vida util do equipamento. Com isso,
o método utilizando etanol e tampdo fosfato pH 2,2 30:70 e fluxo de 1,8 mL min™! foi o que
apresentou os melhores parametros cromatograficos.

Na Tabela 6 estdo relacionadas as composicoes e os fluxos de fase movel dos cinco
métodos de otimizacao, com os resultados de tempo de reteng¢ao do tltimo analito e volume de
solvente organico gasto até a elui¢do deste ultimo analito. Como o objetivo do trabalho ¢ aliar
o tempo de corrida e os resultados de separacdo cromatografica, com o menor impacto
ambiental, traduzido neste momento em gasto de solvente organico, os métodos 4 € 5 sdo os
que apresentaram melhores resultados. Uma vez que o método 4 foi o que obteve melhor

resultado de separag@o dos analitos, este € o que seguird para validacao.
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Tabela 6 — Relagdo da composi¢do e do fluxo da fase médvel com o tempo de andlise o gasto

de solvente organico

Volume
tr do
S Fluxo da o gasto de
. Composicao da . ultimo
Método . fase movel : solvente
fase movel . 1 analito A
(mL min™) k) organico
(mL)
1 ACN:tampao 25:75 1,8 13,2 5,94
2 ACN:tampao 25:75 2,0 11,88 5,94
3 EtOH:tampao 1,8 9,86 4,44
25:75
4 EtOH:tampao 1,8 5,707 3,08
30:70
5 EtOH:tampao 2,0 5,147 3,09
30:70

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Para analisar o impacto ambiental foram utilizadas trés metodologias de comparagao de
métodos analiticos: a NEMI, a Eco-Scale e a GAPIL. Na Figura 13 estdo representados os
pictogramas da metodologia NEMI para o Método 2 e o Método 4. O Método 2 foi o escolhido

para comparagdo, pois € o que mais se aproxima do Farmacopeico.

Figura 13 — Pictogramas NEMI

Meétodo 2 Meétodo 4
Legenda: PBT: reagentes persistentes, bioacumulativos ou toxicos; Hazardous: reagentes
perigosos; Corrosive: reagentes com pH abaixo de 2 ou acima de 12; Waste: geragdo de mais

de 50 mL de residuo por anélise.

Fonte: Kannaiah et al. (2021); Elaborada pelo autor (2023).
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Comparando-se os dois métodos através da ferramenta NEMI, € possivel afirmar que o
Método 4 se adequa mais aos principios da Quimica analitica verde que o Método 2, uma vez
que apresenta trés quadrantes verdes a um. No primeiro quadrante, ambos estdo na cor branca
devido ao 4cido fosforico ser considerado um solvente PBT de acordo com o Toxic Release
Inventory. Em relagdo ao segundo quadrante, o Método 2 estd na cor branca, pois a acetonitrila
estd na lista Resource Conservation and Recovery Act de residuos perigosos na categoria U
(residuos perigosos de produtos quimicos). Quanto ao terceiro quadrante, ambos estao verdes
porque os reagentes utilizados nos métodos possuem pH entre 2 e 12. Por altimo, o quarto
quadrante do Método 2 esta branco por produzir mais de 50 mL de residuo para cada analise
(cerca de 180 mL).

Comparando-se os Métodos 2 e 4 através da metodologia Eco-Scale podemos observar que
a diferenca na pontuacao dos métodos esta na penalizagao dos residuos. Isso porque apesar de
o método 4 apresentar mais de 10 mL de residuos gerados por amostra, estes podem ser
reciclados por destilacdo. Em contrapartida, no método 2, o residuo de acetonitrila gerado nao
¢ reaproveitavel, sendo comumente descartado via incineragdo. Em relagdo aos reagentes, tanto
a acetonitrila quanto o etanol apresentam no rétulo dois pictogramas de perigo, o que dé a eles
uma pontuagdo de penalizacdo 4. Ademais, para ambos sdo utilizados mais de 10 mL por
amostra, € por isso o total de quatro ¢ multiplicado por 2, dando pontuacdo 8. Ja o acido
fosforico apresenta um pictograma de perigo em seu rotulo e € utilizado menos de 10 mL por
amostra, totalizando pontuacdo de penalizacdo 2. No que diz respeito a instrumentagdo, ambos
receberam pontuacdo 1, pois o0 método por HPLC gasta uma quantidade de energia < 1,5 kWh.
Por fim, quando se avalia o perigo ocupacional, ndo houve penalizacdo porque no processo

analitico ndo ocorre a liberagdo de substancias toxicas ou a emissdo de gases para a atmosfera.



Tabela 7 — Comparativo dos Métodos 2 e 4 pela Eco-Scale

Acetonitrila 8 Etanol 8
Acido 5 Acido )
Reagentes Fosforico Fosforico
Fosfato de Fosfato de
‘1 0 1 0
sodio sodio
Instrumentagao HPLC 1 HPLC 1
Perlgo 0 0
ocupacional
Residuos > 50 mL 5 Reciclavel 0
Total d¢.: pontos 16 1
penalizados
Pontuagdo
Eco-Scale 84 89

Fonte: Van Aken, Strekowski e Patiny (2006); Elaborada pelo autor (2023).

As Figuras 14 e 15 mostram os pictogramas dos Métodos 2 e 4, respectivamente,
utilizando a ferramenta GAPI. Assim como na Eco Scale, nesta ferramenta a etapa que
diferenciou os dois métodos foi a de reagentes e solventes. O quadrante 15 do GAPI diz respeito
a forma como sao tratados os residuos gerados durante o processo analitico. Considerando que
o principal residuo gerado nos Métodos 2 e 4 sdo provenientes da fase movel, o Método 4 utiliza
etanol, que € reciclavel, enquanto o Método 2 utiliza acetonitrila, solvente ndo reciclavel. Neste
sentido, 0 Método 2 foi classificado como vermelho e o Método 4 como verde para a etapa 15,
fazendo com que o segundo método seja considerado mais adequado de acordo com os

principios da QAV.
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Figura 14 — Pictograma GAPI para o Método 2

Fonte: Plotka-Wasylka (2018); Elaborada pelo autor (2023).

Figura 15 — Pictograma GAPI para o Método 4

S5

Fonte: Plotka-Wasylka (2018); Elaborada pelo autor (2023).
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Quadro 5 — Subcategorias de avaliagao da ferramenta GAPI

Subcategoria

1 Coleta

Preservacdo

Transporte

Armazenamento

Escala da extracao

Preparo da amostra

Solventes e reagentes utilizados

Tratamentos adicionais

2
3
4
5  Tipo de método: direto ou indireto
6
7
8
9

2 B Quantidade de reagentes e solventes
?D E 10 Perigo a saude
3 % 11 Riscos a seguranga

2 12 Gasto de energia

§ 13 Perigo ocupacional

g 14 Quantidade de residuos

E 15 Tratamento de residuos

Fonte: Plotka-Wasylka (2018)

Ap0s a analise dos resultados apresentados pelas trés ferramentas, ¢ possivel afirmar
que o Método 4 gera menos impacto ambiental quando comparado ao Método 2, pois o solvente
organico utilizado ¢ menos perigoso, gasta-se menor quantidade de solvente, gera-se menos
residuo, sendo que este pode ser reciclavel ao final do processo. Desta forma, pode-se afirmar
que a substitui¢do da acetonitrila pelo etanol trouxe beneficios a metodologia, fazendo com que
ela se torne mais segura para o analista e sustentdvel ao meio ambiente.

Na Tabela 8 est4 apresentado um comparativo das condi¢des cromatograficas do método
presente na Farmacopeia Brasileira, que ¢ o mesmo do presente na USP e na BP, com o método
proposto neste trabalho. Dentre as alteracdes realizadas, a diminui¢cdo no comprimento da
coluna e a modifica¢do na composicdo da fase movel foram as que realmente contribuiram para
a reducdo do tempo de anadlise. Isso deve-se ao fato de que quanto menor o comprimento da
coluna, menor serd o trajeto que o analito ira percorrer até ser detectado e menor serd o tempo
de interagdo entre o analito e a fase estacionaria. Em relagao a fase movel, o etanol apresentou

melhor capacidade de eluicdo dos analitos que a acetonitrila. Vale ressaltar que, tanto a
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diminui¢do do comprimento da coluna quanto a modificacdo do solvente organico da fase

moével ndo trouxeram prejuizos a separagao dos analitos.

Tabela 8 — Comparativo do método farmacopeico com o método otimizado

Coluna Octilsilano (C8) 250 x 4,6 Octadecilsilano (C18) 100 x
cromatografica mm; 5 um 4,6 mm; 3,5 um
Temperatura da 50°C 50°C

coluna
Composicao da Acetonitrila + tampao Etanol + tampao fosfato pH

fase movel fosfato pH 2,2 25:75 2,2 30:70
Fluxo da fase 2,0 mL min’! 1,8 mL min’!
moével
Volume de injegao 50 uL 20 uL
de amostra
Detecgao UV 215 nm UV 215 nm

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Com o objetivo de reproduzir o ensaio de teor e impurezas em comprimidos de enalapril,
Logoyda et al. (2017) validaram um método de quantificagdo simultanea utilizando HPLC.
Neste método, eles usaram uma coluna C8 de 250 mm de comprimento, acetonitrila e tampao
fosfato pH 2,2 25:75 como fase mével e fluxo de 2.0 mL min™!, ou seja, as mesmas condi¢des
cromatograficas que as especificadas no método farmacopeico. Comparando-se os resultados,
houve uma reducao de 2,4 minutos no tempo de retencao do tltimo analito no método proposto
neste trabalho para o desenvolvido no artigo citado anteriormente. Isso significa uma redugao
do tempo de andlise a partir das modifica¢des realizadas, como utilizagdo de uma coluna de
menor comprimento e alteragdo da acetonitrila para o etanol na fase moével.

Al-Omari et al. (2021) estudaram o efeito de matriz na estabilidade de comprimidos de
enalapril. Para este estudo, eles utilizaram o método presente na USP para quantificacao de teor
e impurezas. A fase movel utilizada foi tampao fosfato de potdssio 0,001M pH 2 e acetonitrila
na proporgio 17:8 e fluxo de 1,5 mL min e a coluna foi uma Lichrosphere C8 de 250 mm x
4,6 mm; 5 um. Nessas condigdes, obtiveram, aproximadamente, os seguintes tempos de
retencdo: 3 minutos para o enalaprilato, 9 minutos para o enalapril e 11 minutos para a

dicetoperazina. Comparando-se os resultados com os obtidos neste trabalho, € possivel observar
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novamente que a alteragcdo na coluna cromatografica e na composicao da fase mével acarretou
na diminui¢do da retenc¢do dos analitos, fazendo com que o tempo da anélise seja menor.

Alguns métodos alternativos de quantificagdo de teor e impurezas de enalapril por
HPLC podem ser encontrados na literatura. No trabalho de Bouabdallah et al. (2017), foi
utilizada uma coluna Supelco C18 250 mm x 4,6 mm; 5 um e uma mistura de tampao fosfato
pH 2, metanol, THF e trietanolamina na propor¢ao de 66:25:9:0,1 v/v como fase movel em um
fluxo de 1,0 mL min™. Nessas condi¢des, o tempo de retencdo da dicetopiperazina foi de
aproximadamente 20 minutos, resultando em um tempo de corrida de quase quatro vezes maior
do que a obtida na Figura 9.

No trabalho de Mohan et al. (2011), também foi utilizada uma coluna C18 de 250 mm
de comprimento, porém a fase movel ¢ constituida tampao fosfato de potassio pH 2,0 e
acetonitrila 40:60 e fluxo de 1,5 mL min™!. Neste caso, o tempo de corrida foi de 25 minutos. A
partir desses resultados, € possivel observar que a utilizagdo da coluna C18 de 250 mm de
comprimento para analise de teor e impurezas de enalapril aumenta consideravelmente o tempo
de corrida, uma vez que a fase estaciondria C18 retém mais 0os compostos organicos nao
ionizados e quanto maior o comprimento da coluna, maior serd o tempo de retengdo dos

analitos.

5.2 DOSEAMENTO E QUANTIFICACAO DAS IMPUREZAS EM COMPRIMIDOS DE
MALEATO DE ENALAPRIL

Foi realizado o doseamento e a quantifica¢do de impurezas em comprimidos genéricos
de maleato de enalapril nas concentragdes de 5 e 10 mg. Os resultados de teor e impurezas em
porcentagem por comprimido estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10, juntamente com o desvio
padrao relativo (DPR) de cada andlise. Segunda a Farmacopeia Brasileira 6* edig¢do, a
especifica¢do para o ensaio de teor em comprimidos de maleato de enalapril ¢ de no minimo
90,0 e no maximo 110,0% da quantidade declarada do ativo. Com isso, em ambas as
concentragdes as amostras foram aprovadas no teste de teor, com média de 96,2% para os
comprimidos de 5 mg e 97,4% para os comprimidos de 10 mg. Em contrapartida, nas duas
concentragdes as amostras foram reprovadas no ensaio de quantificagdo de impurezas, teste em
que as médias foram de 7,8 e 5,3% para comprimidos de 5 e 10 mg, respectivamente. Para este
ensaio, a Farmacopeia Brasileira 6* edi¢do determina que seja no maximo 5,0% de impurezas

totais.
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Em relacdo a precisao do método, € possivel observar que os DPR’s das andlises de teor
estdo abaixo de 2,7%, conforme os critérios sugeridos pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) para analitos na ordem de 10 a 99 mg. Para andlise de quantificacdo de
impurezas, a AOAC sugere que o desvio padrao relativo ndo ultrapasse 11%, quando os analitos
estiverem na ordem de 1 a 10 pg.g™'. Portanto, em ambas concentragdes, 0 método se mostrou

preciso para quantificar o teor e as impurezas presentes na amostra. (AOAC, 2016).

Tabela 9 — Ensaio de doseamento e substancias relacionadas em comprimidos de enalapril 5

mg
Doseamento de Doseamento de Quantificacao de
Amostra enalapril (% por enalapril (mg por impurezas (%
comprimido) comprimido) por comprimido)
1 95,88 4,79 7,99
2 95,89 4,79 7,59
3 96,86 4,84 7,76
Média 96,21 4,81 7,78
DPR (%) 0,59 0,59 2,57

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 10 — Ensaio de doseamento e substancias relacionadas em comprimidos de enalapril

10 mg
Doseamento de  Doseamento de Quantificacao de
Amostra enalapril (% por enalapril (mg por impurezas (%
comprimido) comprimido) por comprimido)
1 97,31 9,73 4,69
2 96,82 9,68 5,25
3 97,97 9,80 5,84
Média 97,37 9,74 5,26
DPR (%) 0,59 0,59 10,92

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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5.3 VALIDACAO ANALITICA

5.3.1 Seletividade

Primeiramente, a seletividade do método foi avaliada através da sobreposicao dos
cromatogramas da solugdo diluente, solug¢do resolugdo, que ¢ composta pela mistura dos
padroes de enalapril, enalaprilato e dicetopiperazina, ¢ solu¢cdo amostra. Como podemos
observar na Figura 16 e na Tabela 11, os picos dos trés analitos no cromatograma da amostra
se sobrepuseram aos do padrdo, possuindo tempos de retencao semelhantes. Isso indica que os
mesmos analitos presentes na solugdo padrao também estio presentes na amostra. Ademais, foi
demonstrado que no cromatograma da solucdo diluente ndo houve nenhum sinal analitico e,

portanto, ndo ha interferéncia nos sinais do padrao e da amostra.

Figura 16 — Sobreposi¢ao dos cromatogramas da solugdo diluente, mistura de padrdes e

amostra

Absarbancia
|
|
|

Tempo de corrida (min)

— Diluente Padrao Amostra

Legenda: Pico 1: enalaprilato; Pico 2: enalapril; Pico 3: dicetopiperazina.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Tabela 11 — Tempos de retencdo dos analitos no padrdo e na amostra

Enalaprilato 0,847 0,860
Enalapril 1,533 1,540
Dicetopiperazina 5,307 5.400

de enalapril

Legenda: t;: tempo de retengdo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Em metodologias por HPLC, além da comparacdo dos tempos de retengdo, a
seletividade pode ser estudada através da pureza cromatografica dos picos, no qual o objetivo
¢ demostrar que ndo houve co-elui¢do de dois analitos diferentes em um mesmo pico. Para isso,
foi realizada corridas cromatograficas dos padrdes ¢ da amostra e comparado o espectro de

absorcao UV do enalapril, enalaprilato e da dicetopiperazina.

53.1.1 Enalapril

Para avaliagdo da seletividade do enalapril, foram exportados os espectros de absor¢ao
UV do pico referente ao enalapril no cromatograma do padrdo de enalapril e da amostra. Na
Figura 17 esta a sobreposicao dos espectros de absor¢ao extraidos do apice do pico de enalapril

presente nas solucdes amostra e padrdo. Desta forma, pode-se observar a semelhanca dos

espectros UV, confirmando que o sinal analitico ¢ proveniente do enalapril.



65

Figura 17 — Espectro de absor¢do UV do enalapril na solugdo padrao sobreposto na solugdo

amostra
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Além disso, foram exportados espectros UV de varredura de diferentes por¢des dos
picos cromatograficos, abrangendo a média das absorbancias em porgdes que variaram de 1 a
90% da altura do pico. Nas Figuras 18 e 19 estdo representados os espectros do enalapril no
padrao e na amostra, respectivamente. Com isso, foi possivel avaliar que ndo houve variacao
do espectro UV nas diferentes fragdes do pico.

A Tabela 12 traz os resultados de pureza de pico do enalapril nas solugdes padrio e
amostra. Foram obtidos valores de fator de correlacao dos espectros acima de 990, indicando
homogeneidade espectral. Neste sentido, os resultados dos espectros UV e das purezas de pico

sugerem auséncia de co-elui¢ao de outras substancias junto com o enalapril.
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Figura 18 — Espectros de absor¢ao UV do enalapril na solucdo padrao
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Figura 19 — Espectros de absor¢do UV do enalapril na solu¢cdo amostra

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
0
200190

Absorbancia (mAU)

240 290 340 390 440
Comprimento de onda (nm)
P40%

P5% P10% P20% P30%

—P1%

P50% P60% P70% P80% P90%

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 12 — Resultados de seletividade para o enalapril

Fator de correlagao
espectral
Pureza de pico do enalapril na solu¢ao padrao 999.,8
Pureza de pico do enalapril na solugdo amostra 999,2

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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5.3.1.2  Enalaprilato

Para avaliagdo da seletividade do enalaprilato, primeiramente, foi sobrepoposto os
espectros de absor¢do UV do pico do analito proveniente dos cromatogramas das solucdes
padrao de enalaprilato e amostra. Na Figura 20, podemos observar que, apesar do comprimento
de onda maximo de absor¢do serem semelhantes, os espectros do padrio e da amostra se
diferem. Isso pode ser explicado pelo baixo nivel de concentragdo do enalaprilato presente na
amostra. A fim de confirmar que o pico com tempo de retencao de 0,860 minutos presente no
cromatograma da amostra ¢ correspondente ao enalaprilato, adicionou-se a amostra, solugao
padrdo de enalaprilato. Como exposto nas Figuras 21 e 22, houve um aumento na absor¢ao UV
do pico referente ao enalaprilato na amostra fortificada, indicando que o pico na solugdo

amostra ¢ referente ao enalaprilato.

Figura 20 — Espectro de absor¢do UV do enalaprilato na solugdo padrdo sobreposto na

solucdo amostra
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).



68

Figura 21 — Sinal analitico do enalaprilato na solu¢do amostra
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Figura 22 — Sinal analitico do enalaprilato na solu¢ao amostra fortificada com padrao de

enalaprilato
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Para avaliagdo da pureza cromatografica e, consequentemente, auséncia de substancias
co-eluindo juntamente com o enalaprilato, foram exportados espectros UV de diferentes
por¢des do pico e calculada a pureza cromatografica. Dessa forma, as Figuras 23 e 24 e a Tabela

13 mostram que ndo houve variacao espectral nas diferentes fragdes dos picos e pureza de pico
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satisfatoria, com resultados de fator de correlagdo espectral acima de 990, valor minimo para

que um pico seja considerado puro.

Figura 23 — Espectro de absor¢ao UV do enalaprilato na solugdo padrao

590
490
390
290

190

Absorbancia (mAU)

Vo]
o

N
(=}

190 240 290 340 390 440
Comprimento de onda (nm)

—P1% —P5% P10% P20% P30% P40%

P50% P60% P70% P80% P90%

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Figura 24 — Espectro de absor¢ao UV do enalaprilato na solu¢do amostra
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Tabela 13 — Resultados de seletividade para o enalaprilato

Fator de correlagao
espectral
Pureza de pico do enalaprilato na solugao padrao 999,2
Pureza de pico do enalaprilato na solu¢ao amostra 999.,8

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

53.13 Dicetopiperazina

Para andlise da seletividade da dicetopiperazina, foram sobrepostos os espectros UV
oriundos do pico do analito nas solugdes padrao de dicetopiperazina e amostra. A partir da
Figura 25, pode-se observar a semelhanga dos espectros de absor¢do. Uma vez que a
concentragdo do analito na solugdo padrao € superior que na amostra, os valores de absorbancia
na amostra s3o inferiores. Apesar disso, ¢ possivel afirmar que o sinal analitico de tempo de

retengdo de 5,400 minutos vindo do cromatograma da amostra é proveniente da

dicetopiperazina.

Figura 25 — Espectro de absor¢ao UV da dicetopiperazina na solugdo padrao sobreposto na
solugdo amostra
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

A pureza cromatografica da dicetopiperazina foi avaliada seguindo a mesma
metodologia que a utilizada para os outros analitos. As Figuras 26 e 27 mostram que ndo houve

variacdo espectral nas diferentes fracdes do pico no padrdo e na amostra, respectivamente. A
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Tabela 14 traz os resultados de fator de correlagdo dos espectros do padrao e da amostra, nos
quais foram obtidos valores acima de 990. Desta maneira, os resultados sugerem auséncia de

co-eluigao.

Figura 26 — Espectro de absor¢do UV da dicetopiperazina na solugdo padrao
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Figura 27 — Espectro de absor¢ao UV da dicetopiperazina na solug¢do amostra
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Tabela 14 — Resultados de seletividade para a dicetopiperazina

Fator de correlagao
espectral
Pureza de pico da dicetopiperazina na solugao padrao 999,6
Pureza de pico da dicetopiperazina na solugdo amostra 999.6

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

5.3.2 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade do método foi obtida através da constru¢do de uma curva analitica —
Figura 28 — utilizando a solu¢do padrao de enalapril em sete niveis de concentragdo e em
triplicata a cada nivel. A faixa de trabalho variou de 120 a 260 pg mL™!, somando 20 ug mL!
por nivel. As equagdes das curvas e os coeficientes de correlagdo foram calculados através do
método dos minimos quadrados e estdo dispostos na Tabela 15. Considerando que para
linearidade o coeficiente de correlagdao deve estar acima de 0,990, o método proposto esta de
acordo com o especificado.

Em seguida, foram realizados os testes estatisticos de significancia, falta de ajuste e
homocedasticidade para comprovagao da linearidade. Para andlise de variancia: a significancia
foi comprovada com o Fcaic > Fab (1,19) € foi constatado que ndo houve falta de ajuste com o Fealc
< F tb(s,14. Ademais, foi comprovada a homocedasticidade dos dados através do teste de
Cochran, no qual 0 Ccalc < Ceritico3,7). Com isso, 0 método foi aprovado em todos os critérios de

linearidade especificados na RDC N° 166/17.



Figura 28 — Linearidade para o padrdo de enalapril
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 15 — Resultados do teste de linearidade para o enalapril

Analito Equacoes de regressao LB EUHIED S 20

(r2)
y=13,161x — 58,536 0,9926
Enalapril y=12,897x — 24,197 0,9985
y = 13,068x — 89,634 0,9980
média: y = 13,042 £ 0,073 — 57,456 + 17,953

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 16 — Testes estatisticos

Teste de F t?})g?do F calculado
significAncia da '
regressao 4,38 189,16
F tabcleiado F calculado
Falta de ajuste (5.14)
2,96 0,87
C c§itico C calculado
Homocedasticidade S
0,561 0,321

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).



74

5.3.3 Limite de deteccio e quantificacao

Os limites de detec¢do e quantificagdo do enalaprilato e da dicetopiperazina foram
obtidos através dos componentes da curva analitica, utilizando as formulas descritas no item
4.2.4.2. Na Tabela 17, estdo representadas as equagdes de regressdo com seus respectivos

coeficientes de correlacao.

Tabela 17 — Linearidade do enalaprilato e da dicetopiperazina

Coeficiente de correlacao

Analito Equacdes de regressao )

y =20,966x + 5,544 0,940

Enalaprilato y =20,174x + 7,850 0,941

y =21,478x + 4,940 0,948

y=110,480x - 170,570 0,980

Dicetopiperazina | _ 03 40y 116,240 0,984
de enalapril

y =99,643x - 83,572 0,986

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Para o enalaprilato, o LD foi de 0,24 pg mL™! ¢ 0 LQ de 0,74 ug mL. OLD e 0 LQ
para a dicetopiperazina foi de 1,39 e 4,21 ug mL!, respectivamente. Considerando que a
concentragio de trabalho de enalapril utilizada na solugdo padrio é de 200 ug mL™!, o limite de
quantificagdo do enalaprilato e da dicetopiperazina é de 0,37 e 2,10%, respectivamente, em

relacdo a concentracdo teodrica de enalapril no padrao.

Tabela 18 — Resultados de limite de detecg¢do e quantificacao

: Limite de Deteccao Limite de Quantificacao
Analito
(ng mL™) (ng mL™)
Enalaprilato 0,24 0,74
chetoplperagma 139 421
de enalapril

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

5.3.4 Precisao
Primeiramente, foram avaliadas as variagdes nos tempos de reten¢cdo dos analitos. A

Tabela 19 expde os desvios padrio relativos dos tempos de retencdo do enalapril, enalaprilato
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e dicetopiperazina referentes aos ensaios de precisdo. Pode-se observar que ndo houve grandes
variagoes, maximo de 0,43%, indicando que o método analitico ¢ pouco susceptivel a alteragdes

nos tempos de retengao.

Tabela 19 — Desvio Padrao dos Tempos de Retengdo nos ensaios de precisao

Repet'lblhhdade — 0,00 0,00 0.17
comprimidos Smg
Repetibilidade 0,32 0.43 0,19
comprimidos 10mg
Precisdo intermediaria 0,20 0,43 0,33
Reprodutibilidade 0,14 0,09 0,10

Legenda: t: tempo de retencao.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Em seguida, as Tabelas 20, 21 e 22 apresentam as concentragdes calculadas para cada
analito separadamente. Para os testes de repetibilidade e precisdo intermedidria as
especificagdes de limite de desvio padrdo relativo seguem as mesmas que as explanadas no item
5.2 “Doseamento e Quantificacdo de impurezas em comprimidos de enalapril”, sendo 2,7%
para o principio ativo e de 11% para as impurezas. Em relagdo a reprodutibilidade, as
especificagdes sugeridas pela AOAC sao de desvio maximo de 4% para o principio ativo, pois
este estd na ordem de 1% em relacdo a matriz e de desvio maximo de 16% para as impurezas,
pois elas estdo na ordem de 1 a 10 pg.g”' de comprimido.

Neste caso, todos os desvios apresentados estdo abaixo do especificado pela AOAC,
indicando que os resultados dos ensaios possuem variagdes dentro do limite maximo
especificado. Com isso, o método apresentou desempenho favoravel na quantificagdo do ativo

e de suas impurezas para os trés ensaios de precisao.
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Tabela 20 — Resultados de precisdo para o enalapril

Conc (ug Conc média DPR Especificagao

Ensaios mL1) (ug mL™) (%) —DPR (%)

Al 175,82
o _ A2 178,53

Repeglbl‘lldade 177,60 0,89 <27
comprimidos Smg | A3 176.76
A4 179,29
Al 161,60
Repetibilidade — A2 | 162,94

comprimidos 163,35 1,35 <27
10mg A3 164,69
A4 164,15
Al 163,62
- A2 165,88

. Premse}g ' 165,08 0,67 <27
intermediaria A3 165,75
A4 165,06
Al 156,06
A2 156,01

Reprodutibilidade 152,85 2,57 <4

A3 151,32
A4 148,00

Legenda: A1-A4: replicatas; Conc: concentragdo; DPR: desvio padrio relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Tabela 21 — Resultados de precisdo para o enalaprilato

Ensaios Conc (ug Conc média DPR Especificacio
mL™") (mgmL™") (%) —DPR (%)

Al 8,28

Repetibilidade - | A2 | 8,69 8 45 504 -1

comprimidos Smg | A3 8.40 ’ ’

A4 8,42
Al 6,21
Repetibilidade — | A2 6,28

comprimidos 6,26 5,80 <11
10mg A3 6,10
A4 5,95
Al 5,47
g A2 5,07

_ Precisdo. 577 | 1051 | <11
intermediaria A3 6,36
A4 6,19
Al 4,78
A2 4,94

Reprodutibilidade 5,10 6,34 <16
A3 5,16
A4 5,53

Legenda: A1-A4: replicatas; Conc: concentragdo; DPR: desvio padrio relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).



Tabela 22 — Resultados de precisdo para a dicetopiperazina

78

Al 8,32
Repetibilidade — | A2 | 835 868 | 354 | <1
comprimidos Smg A3 9.03 ’ ’ -
A4 8,81
Al 16,20
Repetibilidade — A2 16,39
comprimidos 16,56 2,41 =l
10mg A3 16,53
A4 17,13
Al 16,65
P A2 17,83
‘ Pre01sz}9 ‘ 17,37 3,75 <11
intermediaria A3 18,01
A4 17,00
Al 12,66
A2 14,57
Reprodutibilidade 12,86 9,30 <16
A3 12,40
A4 11,81

Legenda: A1-A4: replicatas; Conc: concentracdo; DPR: desvio padrao relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Ap0s o calculo dos desvios, foram comparadas as médias dos resultados dos testes de
precisdo intermedidria e reprodutibilidade com o resultado de repetibilidade, através do teste t
de Student. Na Tabela 23 estdo dispostos os resultados para a precisao intermediaria, nos quais
pode-se observar que os valores de t calculado de todos os analitos s3o menores que o valor de
t tabelado a 95% de confianga. Com isso, € possivel afirmar que, com 95% de certeza, os
resultados da repetibilidade e da precisdo intermedidria sdo estatisticamente iguais. Em
contrapartida, os resultados da comparagdo entre as médias da reprodutibilidade com a

repetibilidade seguem t calculado > t tabelado, rejeitando, assim, a hipotese de que as médias

sdo estatisticamente iguais.
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Tabela 23 — Teste t de Student para Precisdo Intermediaria

Analito t tabelado (95%) t calculado
Enalapril 2,45 2,01
Enalaprilato 2,45 1,38
Dicetopiperazina 2,45 2,12

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 24 — Teste t de Student para Reprodutibilidade

Analito t tabelado (95%) t calculado
Enalapril 2,45 5,05
Enalaprilato 2,45 4,77
Dicetopiperazina 2,45 5,87

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

5.3.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada em trés niveis de concentrag¢do diferentes: baixo, médio ¢ alto,
em triplicata por nivel, totalizando nove determinagdes. Para cada nivel, foi calculada uma
recuperacdo média que deve atender a uma faixa de especificagdo. Nas Tabelas 25 e 26 estao

representados os resultados de exatidao para o enalapril e enalaprilato, respectivamente.
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Tabela 25 — Resultados de exatiddo para o enalapril

Nivel de Conc (ug Conc média Recuper Especifica TERpA
concentragiio mL™") (g mL7) agdo (%) cio (%) ()
Al 157,68
Nivel baixo —
160 pg mL-! A2 158,66 154,91 97 97 -103 3,66
A3 148,40
Al 198,29
Nivel médio —
200 pgmi! | A2 | 1984 198,78 99 | 97-103 | 0,36
A3 199,60
Al 236,06
Nivel alto —
240 pg mL-! A2 236,23 237,30 99 97 -103 0,85
A3 239,62

Legenda: A1-A3: replicatas; Conc: concentragdo; DPR: desvio padrao relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 26 — Resultados de exatidao para o enalaprilato

Nivel de Conc (ug Conc média Rticuper Especifica DPR (%)
T mL") (ug mL1) acdo (%) ¢io (%) -
Al 5,37
Nivel baixo = 4,92 5,24 105 | 80—110 5,29
SpgmL
A3 5,42
Al 5,99
Nivel médio =15 1 5 g9 5,96 99 | 80-110| 1,12
6 pg mL
A3 6,01
Al 7,57
Nivelalto =1 5 | 7,08 7,30 104 | 80-110 | 338
7 ug mL
A3 7,27

Legenda: A1-A3: replicatas; Conc: concentragdo; DPR: desvio padréo relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Conforme os resultados apresentados, todos os valores de recuperagdo estao dentro do
limite especificado, seguindo as orientagdes sugeridas pela AOAC. Para a recuperagdo do

enalapril, destaca-se os resultados bem proximos a exatidao de 100% para as concentragdes em
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nivel médio e alto, além de ter desvios padrao abaixo de 1%. Em relagdo ao enalaprilato, a
concentragdo em nivel médio foi a que mais se aproximou da concentracdo tedrica de 6 pug mL"
1 . ~ . . . I3

e apresentou o menor desvio padrdo relativo. Sendo assim, foi comprovado que o método

possui exatidao adequada para quantificar o enalapril e o enalaprilato.

5.3.6 Robustez
Para determinagdo da robustez foram avaliadas as seguintes condigdes:
a) em relagdo ao preparo e conservacdo da amostra: tempo de solubilizagdo no
ultrassom e estabilidade da amostra;
b) em relacdo a instrumentacao analitica: variacao do pH da fase movel, variagao da
composi¢ao da fase movel, temperatura do forno da coluna e fluxo da fase movel.
Nas Tabelas 27, 28 e 29 estdo apresentados os resultados do teste de robustez, nos quais
foram avaliados os impactos em relagdo ao preparo e conservagdo da amostra para o enalapril
e para a dicetopiperazina. Nao foram apresentados resultados para o enalaprilato devido a

auséncia do analito na amostra, ndo sendo detectado em nenhuma das condi¢des estudadas.
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Tabela 27 — Resultados de robustez em relagdo ao preparo e conservagao da amostra para o

enalapril

Variacao da
Condicao tr Conc (ug Conc média DPR concentragdo em

analitica mL1) (ugmL1") (%) relagiio a condicio
normal (%)

Al | 1,473 | 169,73

Condigao A2 | 1,473 172,37 171,18 0,78 N/A
normal
A3 (1467 | 17145
Al |14 1
Tempo de 407 o2

ultrassom — | A2 | 1,467 | 168,59 170,48 1,30 0,41

12 minutos A3 | 1467 172,92
Tempo de Al | 1473 17178
ultrassom — | A2 | 1,467 | 172,90 172,65 0,45 0,86
15 minutos A3 | 1467 173,28
Al | 1,507 171,66
Estabilidade A2 [1,493| 170,54 171,25 0,36 0,04
24 horas

A3 | 1,480 171,53

Legenda: A1-A3: replicatas; t: tempo de retengdo; Conc: concentracdo; DPR: desvio padrio

relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Tabela 28 — Resultados de robustez em relagdo ao preparo da amostra para a

dicetopiperazina

Variacao da

Condic¢ao tr Conc (ug Conc média DPR concentragdo em
analitica mL1) (ugmL1") (%) relagiio a condicio
normal (%)
Al |5,120 19,04
Condigdo 1\ Ts 190 19,78 19,23 2,52 N/A
normal
A3 | 5,113 18,87
Tempo de Al | 5,100 18,45
ultrassom — A2 5,093 19,16 18,97 2,35 1,35
12minutos 1 15 100 1928
Tempo de Al | 5,113 18,91
ultrassom — A2 |5,107 18,92 18,72 1,76 2,65
ISminutos 1 25 1071 1834
Al |5,233 18,52
Estabilidade [~ 5 160 1939 18,95 2.30 1,46
24 horas
A3 |5,140 18,95

Legenda: A1-A3: replicatas; t: tempo de retengdo; Conc: concentracdo; DPR: desvio padrio
relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 29 — Teste t de Student para os resultados de robustez — Preparo da amostra

t
D EISGEG ti;l:;l;afi(l) : dizect?)lciu l:faozi-na
(95% ) p P1p
Tempo de
ultrassom — 2,78 0,35 0,70
12 minutos
Tempo de
ultrassom — 2,78 0,91 1,50
15 minutos
Estabilidade
24 horas 2,78 0,04 0,75

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Conforme os resultados apresentados nas tabelas, pode-se afirmar que a variacao do tempo
de solubilizacdo da amostra no ultrassom nao impactou no tempo de retengdo e na quantificagao
dos picos do enalapril e da dicetopiperazina, uma vez que foram obtidas variacdes de
concentragdo em relagdo a condi¢dao normal abaixo de 5%. Da mesma maneira, quando avaliada
a estabilidade da amostra, o método foi robusto na quantificacdo de ambos os analitos. Ademais,
de acordo com os resultados do teste t de Student, nos quais t tabelado foi menor que t calculado,
pode-se afirmar como verdadeira a hipdtese de que as médias das concentragdes nas condi¢des
estudadas sdo estatisticamente iguais que a média das concentragdes na condi¢ao normal.

Nas Tabelas 30, 31 e 32 estdo expostos os resultados do teste de robustez para avaliagao do
impacto de pequenas modificagdes nos parametros cromatograficos na detecgdo e quantificagao
dos analitos. Novamente, ndo estdo apresentados resultados para o enalaprilato, uma vez que
ndo foi detectado sinal analitico no seu tempo de retengdo em nenhuma das condigdes

estudadas.
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Tabela 30 — Resultados de robustez em relacdo a instrumentacdo analitica para o enalapril

Variacao da

Condicao tr Conc (ug Conc média DPR concentragdo em
analitica mL1)  (ugmL?') (%) relacdo a condicdo
normal (%)
Al 1,473 169,73
Condigdo [>T 1 473 [ 17237 | 171,18 | 0,78 N/A
normal
A3 1,467 171,45
Al 1,720 166,91
Composicao
da FM 28-72 A2 | 1,713 169,08 168,63 0,92 1,49
A3 1,713 169,90
Al 1,273 169,78
Composicao
da FM 3268 A2 1,280 170,47 170,43 0,37 0,44
A3 1,280 171,03
Al 1,540 179,47
Fluxo da FM 1 1) 553 | 181,70 181,03 | 0,75 5,75
1,7 mL min
A3 1,553 181,92
Al 1,400 160,08
Fluxo da FM 1 1) 303 | 16156 | 16154 | 0.90 5,65
1,9 mL min
A3 1,393 162,98
Al 1,607 172,95
pH gaSFM A2 | 1,607 | 17601 | 17491 | 097 2,18
A3 1,607 175,77
Al 1,493 169,93
Temperatura
da coluna A2 | 1,500 170,11 169,87 0,28 0,76
48°C A3 1,493 170,18
Al 1,460 169,27
Temperatura
da coluna A2 | 1,433 170,18 170,32 0,66 0,50
>2°C A3 1,440 171,52

Legenda: A1-A3: replicatas; t.: tempo de retengdo; Conc: concentracdo; DPR: desvio padrio
relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Tabela 31 — Resultados de robustez em relagdo a instrumentacdo analitica para a

dicetopiperazina

Variacio da
Condicao tr Conc (ug Conc média DPR concentracio em

analitica mL71) (ugmL1") (%) relagiio a condicio
normal (%)

Al | 5,120 19,04

Condisto | A2 | 5,020 | 1978 19,23 2,52 N/A
normal
A3 | 5113 | 18,87
Al | 6487 | 17,72
Composicao
daFM o872 | A2 | 6487 | 1897 | 1856 | 393 3.48
A3 | 6,493 | 1899
Al | 4,007 | 18,80
Composi¢ao
daFM 32.68 | A2 | 4067 | 1910 | 1882 | 145 213
A3 | 4,053 | 18,55
Al | 5,340 | 19,32
Fluxo da FM

A2 | 5,360 19,40 19,61 2,23 1,98
A3 | 5,360 20,11

1,7 mL min™!

Al | 4,847 17,40
A2 | 4,840 18,56 18,00 3,23 6,40
A3 | 4,847 18,05

Fluxo da FM
1,9 mL min™!

Al | 5,033 18,75
pHdaFM 2,5 | A2 | 5,020 18,85 18,70 0,93 2,76
A3 | 5,020 18,51

Al | 5,253 18,54

Temperatura
da coluna A2 | 5267 18,75 18,82 1,74 2,13
4C A3 | 5,273 19,18
Al | 4,980 19,30
Temperatura

da coluna A2 | 4,907 18,89 19,25 1,73 0,10
STC A3 | 4,900 19,56

Legenda: A1-A3: replicatas; t.: tempo de retengdo; Conc: concentracdo; DPR: desvio padrio
relativo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Tabela 32 — Teste t de Student para os resultados de robustez — Instrumentagdo analitica

(?a";ll\lj["zsg*;g 2,78 1,43 1,32
gaogll\f;o;lz?z‘é 2,78 0,48 1,29
11?1;111(1; i\/f 2,78 5,68 1,01
I;I;Digf?nillv{ 2,78 5,49 2,81
pHdaFM 2,5 | 2,78 2,03 1,78
Temperatura
da coluna 2,78 0,84 1,21
48°C
Temperatura
da coluna 2,78 0,51 0,05
52°C

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Comparando os resultados de robustez para avaliagdio do impacto de pequenas
modificagdes na composi¢ao da fase movel, pode-se afirmar que para este pardmetro nao foram
obtidas variacdes acima de 5% na quantificacdo dos analitos, apesar de apresentar aumento nos
tempos de retengdo para composicao 28:72 e diminuicdo para composi¢do 32:68 de etanol e
tampao fosfato de sodio.

Em relacdo ao fluxo da fase movel, houve variagdo superior a 5% nas condigdes de 1,7
e 1,9 mL min™! na quantificacio do enalapril e na condi¢do de 1,9 mL min™! na quantificacio
da dicetopiperazina. Com isso, ¢ importante ressaltar que o método € sensivel a alteragdes de
fluxo de fase movel, entretanto, os equipamentos de cromatografia liquida possuem
mecanismos que impedem o fluxo de fase movel variar nesta amplitude, fazendo com que ndo
haja prejuizo na precisdo do método. Nas condi¢des de variagdo de pH da fase movel e de
temperatura da coluna, o método se apresentou robusto, ndo permitindo variag¢do superior a 5%

em ambos analitos.
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De acordo com os resultados dos célculos do teste t de Student para instrumentacao
analitica, pode-se observar que para o enalapril nas condi¢des de fluxo aumentado e diminuido,
e para a dicetopiperazina com o fluxo aumentado, o valor de t calculado foi maior que t tabelado.
Isto indica que as médias para essas condi¢des sdo estatisticamente diferentes que a média
encontrada para condi¢cdo normal. Em contrapartida, para todas as outras condi¢des de
instrumentag¢do analitica que foram alteradas, t calculado foi menor que t tabelado, indicando
que a hipdtese de as médias serem estatisticamente iguais ¢ verdadeira.

Desta forma, pode-se concluir que o método se manteve preciso na maioria das
condi¢des estudadas, tanto quando modificado o preparo da amostra, quanto nas modificagdes
dos parametros cromatograficos, com exce¢do, apenas, do fluxo de bombeamento da fase

movel.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, o método de quantificagdao simultanea de teor e impurezas de enalapril
em comprimidos foi otimizado, alterando a coluna cromatografica, o volume de injecdo, a
composicdo ¢ o fluxo da fase movel. O método proposto apresentou boa capacidade de
separacdo dos analitos, menor tempo de analise e menor gasto de solvente orgéanico. Deste
modo, pode-se concluir que o método proposto trouxe melhoria na produtividade da analise e
diminui¢do no impacto ambiental.

A partir das alteragdes realizadas na metodologia analitica, houve diminui¢do dos
tempos de retengdo dos analitos. Com isso, hd um aumento da eficiéncia analitica, aliando
menor tempo e consumo de solvente e energia. Deste modo, o método otimizado pode ser
considerado como mais vantajoso que o farmacopeico, uma vez que ¢ mais eficiente, sem perder
qualidade na separagdo, com bons valores de resolu¢dao, nimeros de pratos por metro e fator
caudal.

Além disso, foi comprovado que o método otimizado estd mais alinhado aos principios
da Quimica Analitica Verde quando comparado ao método farmacopeico. Para isso, foram
utilizadas trés ferramentas de comparagdo, a NEMI, a Eco-Scale e a GAPI, nas quais as trés
apresentaram resultados favoraveis ao método otimizado.

Na validagao analitica, foram realizados os testes de seletividade, linearidade, limite de
quantificagdo e deteccdo, precisdo, exatiddo e robustez e os resultados obtidos foram

satisfatorios e estdo dentro dos critérios especificados pela RDC N° 166/17.
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