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RESUMO

A calibracdo é uma pratica conhecida quando se utilizam técnicas instrumentais
de andlise para determinar a concentracdo por meio da relacdo com outra
grandeza. ApOs a calibracdo é feito a validacdo, a qual deve garantir que o
método cumpra as exigéncias das aplicacbes analiticas assegurando a
confiabilidade dos resultados. Na literatura diversos trabalhos trazem descritas
metodologias para a validacdo de métodos analiticos em diferentes
seguimentos, contudo nota-se a falta de materiais que facam uma transposicao
didatica e que auxilie a aprendizagem do conteuddo de validagdo em
espectroscopia para o ensino técnico em quimica. Desse modo, este trabalho,
teve como objetivo desenvolver a validagdo analitica espectroscopia UV-Vis por
meio de analise de farmaco, mais especificamente o miconazol. Os padrbes de
calibracdo foram preparados a partir do principio ativo do nitrato de miconazol.
Selecionaram-se trés pomadas de nitrato de miconazol de diferentes laboratorios
para o preparo das amostras. As curvas de calibracdo para o método de padréo
externo e padrdo interno foram preparadas a partir de uma solucdo estoque de
miconazol 40 mg/L em metanol PA, obtendo diluicbes de concentragdes de 3,2;
6,4; 8,0; 9,6; 14,4 e 16,0 mg/L para cada método. Para o método padrao interno
foi preparado uma solucao estoque de azul de metileno 264 mg/L e adicionou-se
1 mL em cada diluicdo. Para cada um dos métodos foram preparadas duplicatas
das amostras de pomada 10 mg/L em metanol PA para os trés laboratérios. Nas
amostras de pomada de padréo interno foram adicionadas 4 mL da solucéo de
azul de metileno. A curva de calibracdo de padréo externo foi preparada a partir
de uma solucdo estoque de miconazol 30 mg/L em metanol PA e uma solucao
de amostra de pomada para cada laboratério, obtendo-se diluicbes de
concentragfes de 0; 1,2; 2,4; 4,8; 6,0; 7,2; e 10,8 mg/L. As analises do UV-Vis
foram realizadas em triplicadas no comprimento de onda entre 200 e 800 nm. Os
parametros como linearidade, exatiddo, precisdo e limite de deteccdo foram
determinados conforme as especificacfes exigidas da ANVISA e do INMETRO.
A linearidade pode ser confirmada pelo coeficiente de correlacdo: 0,8666-
Padrdo externo; 0,9676 (ABS206/ABS201), 0,9779 (ABS206/ABSes3) -Padrdo
interno; 0,9195; 0,9685 e 09676 -Adicdo padrdo. A andlise de variancia e o teste
da significancia da regressdo para padrdo externo indicou que o ajuste do
modelo é satisfatorio a um nivel de confianca de 95%. Seu limite de detecc¢éo foi
de 0,0103. O método padrdo externo apresentou dois valores de exatidao dentro
da faixa de 80-120% sendo eles de 97,83%; 107,41%. O método de padrdo
interno demonstrou ser preciso, pois 0s valores de coeficiente de variagao
obtidos (4,04%; 4,1% e 3,7%) e (2,25%; 2,72% e 2,45%) foram inferiores a 5%.
A partir do desenvolvimento da validagédo analitica e dos resultados foi possivel
sistematizar um roteiro experimental que abrangesse de maneira simplificada a
validagdo analitica utilizando o método espectrofotométrico na regido do UV-Vis.

Palavras-chave: Métodos de validacdo. UV-Vis. Calibracao.



ABSTRACT

The calibration is a known practice when instrumental analysis techniques are used
to determine the concentration by means of the relation with another measure. After
calibration, the validation is performed, which must ensure that the method meets the
requirements of the analytical applications, ensuring the reliability of the results. In
the literature, several studies have described methodologies for the validation of
analytical methods in different segments, but the lack of materials that do a didactic
transposition and that helps the learning of the content of validation in spectroscopy
for the technical teaching in chemistry. Thus, this work aimed to develop analytical
validation UV-Vis spectroscopy by means of drug analysis, more specifically
miconazole.The calibration standards were prepared from the miconazole nitrate
active principle. Three miconazole nitrate ointments from different laboratories were
selected for the preparation of the samples. The calibration curves for the external
standard method and internal standard were prepared from a stock solution of 40
mg/L miconazole in methanol PA, obtaining dilutions of concentrations of 3,2; 6,4,
8,0; 9,6; 14,4 and 16,0 mg/L for each method. For the standard internal method a
stock solution of methylene blue 264 mg/L was prepared and 1 mL was added in
each dilution. For each of the methods duplicates of 10 mg/L ointment samples were
prepared in methanol PA for the three laboratories. In the internal standard ointment
samples were added 4 mL of the methylene blue solution. The external standard
calibration curve was prepared from a stock solution of 30 mg/L miconazole in
methanol PA and a sample solution of ointment for each laboratory, obtaining
dilutions of concentrations of 0; 1,2; 2,4; 4,8; 6,0; 7,2; and 10,8 mg/L. UV-Vis
analyzes were performed in triplicates at the wavelength between 200 and 800 nm.
The parameters such as linearity, accuracy, precision and limit of detection were
determined according to the required specifications of ANVISA and INMETRO. The
linearity can be confirmed by the correlation coefficient: 0,8666 - External standard;
0,9676 (ABS206 / ABS201), 0,9779 (ABS206 / ABSes3) - Internal standard; 0,9195;
0,9685 and 0,9676 - Standard addition. The analysis of variance and the regression
significance test for the external standard indicated that the fit of the model is
satisfactory at a 95% confidence level. Its detection limit was 0,0103. The external
standard method presented two values of accuracy within the range of 80-120%
being 97.83%; 107.41%. The internal standard method proved to be accurate, since
the coefficient of variation values obtained (4,04%, 4,1% and 3,7%) and (2,25%,
2,72% and 2,45%) were less than 5%. From the development of the analytical
validation and the results it was possible to systematize an experimental roadmap
which covers in a simplified way the analytical validation using the
spectrophotometric method in the UV-Vis region.

Keywords: Validation methods. UV-Vis. Calibration.
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1 INTRODUCAO

Quando se utilizam técnicas instrumentais de analise, a concentracdo € uma
propriedade determinada por meia da relagdo com outra grandeza como a absor¢ao
ou emisséo de luz, essa pratica é conhecida como calibragédo!. Nesse processo sédo
estabelecidas uma série de operacdes, sob condi¢cdes especificas, uma relacao
entre medidas instrumentais e valores para uma propriedade de interesse
correspondente?. Apés a calibracdo é feito a validacdo, onde nesta etapa, as
variaveis independentes obtidas, para outro conjunto de amostras, sao utilizadas em
conjunto com o coeficiente de regressao, para calcular os valores previstos para a
variavel dependente?.

A validacdo analitica de um método é um processo que prova se 0 mesmo é
aceitavel para o propésito a qual que se destina. Ela deve garantir que o método
cumpra as exigéncias das aplicacdes analiticas assegurando a confiabilidade do dos
resultados®. Com isto nota-se a sua importancia tanto para o meio académico como
também para empresas e 6rgaos reguladores.

A literatura dispde de inimeros trabalhos que relatam a validacdo de métodos
analiticos e que descrevem a metodologia a ser seguida durante o desenvolvimento
do mesmo em diversas areas como a biologia, farmacéutica e quimica. Entretanto,
nota-se a falta de materiais que faca uma transposicao didatica do contetudo a ser
abordado e que assim auxilie a aprendizagem do contetdo de validacdo em
espectroscopia, o qual € ministrado na disciplina de analise instrumental, para o
ensino técnico em quimica.

Os materiais didaticos sao instrumentos mediadores que contribuem para a
construgdo de uma aprendizagem significativa®. Sendo assim, um material didatico
deve conter caracteristicas como ter um bom texto didatico, figuras e desenhos
adequados ao texto, além de uma linguagem adequada para o tipo de publico alvo®.
Um roteiro experimental € um material didatico que deve apresentar uma estrutura
adequada para se obter os objetivos desejados. Ele pode ser classificado em
laboratério formal ou de verificagdo, laboratério aberto-fechado, baseado num
problema e investigatorio.

Desta forma, o presente trabalho objetivou-se a preencher a lacuna acerca da
validacdo analitica em espectroscopia por meio de analise de farmaco, mais

especificamente o miconazol.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver a validacdo analitica, em espectroscopia, empregando a analise
de farmaco.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar o farmaco miconazol;

e Validar a analise espectroscopica,;

e Sistematizar um material didatico de simples compreenséo;
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3 REFENRENCIAL TEORICO

3.1 Validacéo

A qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida.
Assim para garantir que um novo método analitico obtenha informagdes confiaveis
sobre a amostra ela deve sofrer uma avaliagdo denominada de validagao, uma vez
que, dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a
prejuizos financeiros irreparaveis’.

Na literatura estdo dispostos diversos conceitos de validacdo de métodos,
entre eles: A validacdo pode ser definida como exigéncia analitica para confirmar
gue o método desenvolvido tem capacidade de desempenho consistente, garantindo
a confiabilidade de metodologias analiticas®; A validacdo de métodos assegura a
credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo algumas vezes mencionado
como o “processo que fornece uma evidéncia documentada de que o método realiza
aquilo para o qual é indicado para fazer™. A validacdo deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados®.

A validagcdo tem como objetivo demonstrar que o método é apropriado para a
finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
guantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos*.

Varios trabalhos ja foram desenvolvidos a respeito de validacdo de métodos
analiticos, descrevendo definicdes, procedimentos, parametros e estratégias de
validagdo. Validagdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos’.
Desenvolvimento e da validacdo de um novo método para a quantificacdo do acido
folico utilizando a espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do
ultravioleta®. Desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos para
determinacdo de acido glicirrizico, acido salicilico e cafeina em nanoparticulas de
quitosana e alginato!® Andlise dos principais aspectos da validacdo de métodos
analiticos na quantificagdo do captoprilt?.

Na area de andlises de alimentos, a validacdo de métodos esta
principalmente associada com seguranca alimentar e comércio internacional®. Os

resultados provenientes dos métodos de ensaio muitas vezes subsidiam a
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elaboracdo de politicas de saude publica para melhoramento da qualidade dos
alimentos disponibilizados a populacdo e adequacdo do pais, principalmente do
ponto de vista sanitario em concordancia com as exigéncias do comeércio
internacional®?.

A &rea de medicamentos vem sendo cada vez mais objetos de preocupacéo e
de inimeras pesquisas realizadas mundialmente!®. O uso do medicamento como
forma de competicdo pelo setor farmacéutico tem se tornado abusivo, mas o avanco
do medicamento genérico mantém o mercado mais equilibrado e com o uso mais
racional dos medicamentos fornecendo, assim, ao consumidor um medicamento de
mesma qualidade e menor custo4.

Por tais razdes, é de enorme importancia o desenvolvimento de métodos
eficazes e rapidos para maior controle de qualidade dos medicamentos
comercializados, tornando-se imprescindivel o desenvolvimento de rotinas de
andlises que, além de servirem para este propoésito, favorecam sua implantacdo em
comparacgdo aos métodos usuais®s.

Existem razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a implantacéo da
validacdo de métodos analiticos de separacdo, apesar de ndo haver uma norma
estabelecida de ambito nacional ou internacional’. Diante das exigéncias feitas pelos
orgdos reguladores, além dos aspectos técnicos e comerciais, 0os laboratérios que
realizam analises quimicas devem se submeter a um credenciamento junto as
agéncias credenciadoras, como a agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
e o0 Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO)'2. Tais 6rgéos disponibilizam guias para o procedimento de validagdo
de métodos analiticos, respectivamente, a Resolu¢cdo ANVISA RE n° 899, de
29/05/2003* e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de margo/ 200315,

Os estudos de validacdo devem ser representativos e conduzidos de modo
que a variacdo da faixa de concentracado e os tipos de amostras sejam adequados
assim os parametros analiticos devem ser baseados na intengdo do uso do método
e 0 objetivo do método pode incluir também os diferentes tipos de equipamentos e
os lugares em que o método sera utilizado. Os parametros analiticos normalmente
encontrados para validacdo de métodos de separacéo sao: seletividade; linearidade
e faixa de aplicacdo; precisao; exatidao; limite de deteccéo; limite de quantificagéo e

robustez’.
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7

A seletividade & o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um
método instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a
validacéo e subsequente uso do método. Em um método instrumental de separacao
a seletividade € a capacidade de avaliar as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagdo em uma amostra
complexa. Ela avalia o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente
ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como outros
compostos de propriedades similares que possam estar, porventura, presentes’.
Garantindo assim que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse®. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a
precisdo estardo seriamente comprometidas?®.

Experimentos para avaliacdo da seletividade descritos na literatura sobre
validacdo de métodos analiticos envolvem ensaios com padrfes ou materiais de
referéncia, amostras com e sem o analito, além da avaliacdo da capacidade de
identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes. Quando ndo ha
disponibilidade de interferentes, alguns autores sugerem a avaliacdo da habilidade
de medicao do analito por diferentes métodos, técnicas ou por meio de variacdes
nas condicdes instrumentais'®.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracao da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicagdo?®.

A linearidade de um método expressa a faixa na qual o sinal analitico,
denominado variavel dependente y, € linearmente proporcional a sua concentracao,
denominada variavel independente X, e a equacdo matematica que descreve esta
dependéncia é conhecida como curva analitica ou curva de calibragdo?!’. O ajuste de
uma equacdo linear por um conjunto de N pontos experimentais implica na
determinacdo dos parametros a e b da equacéo?*®.

y =ax + b (1D

Em que: y = resposta medida; x = concentracdo; b é o intercepto (o valor de y
quando x for zero); a é a inclinagéo da linha.

Inclinagdo?®:

o, = NQxiyD) — L xD) (2 yi)
N xi®) — (X xi)?

(2)
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Intercepgao’®:

_ By Exi?) - Ex) X xiyi)
N xi*) = (X xi)®

b 3)

Além dos coeficientes de regresséo a e b, também é possivel calcular, a partir
dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacéo r. O coeficiente de correlagcéao
apresenta uma faixa de magnitude entre -1 < r <1, sendo que quanto mais préoximo
de 1 ou -1, menor serd o erro em y e, portanto, melhor ser4 o ajuste da funcéo
matematica escolhida a curva de calibracéo!’. Porém mesmo com valores altos de r,
proximos de 1, abaixo de 0,999, é possivel que a regressdo néo seja linear?, o qual
deve ser verificado com os testes estatisticos de comparacéo de variancias??.

O calculo dos coeficientes de regressao de uma curva analitica deve ser
acompanhado de uma cuidadosa inspecdo, para verificar se todos os pontos a
serem usados estdo dentro da faixa linear dinamica correspondente’. A inspecéo de
gréficos de residuo em funcéo de massa ou concentracdo pode auxiliar o usuario a
estabelecer a faixa linear dos seus dados??.

A precisdo é normalmente determinada para circunstancias especificas de
medicdes. As trés formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da
repetitividade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade!®. A preciséo é avaliada
pelo desvio padrédo absoluto (o), que utiliza um numero significativo de medicdes,
normalmente maior que 20. Na pratica, em validacdo de métodos, o numero de
determinacdes € geralmente pequeno e o0 que se calcula é a estimativa do desvio

padrdo absoluto (s)’.

(4)

Onde, X € a média aritmética de um pequeno numero de medicbes (media
das determinacdes), sendo uma estimativa de pu, a média verdadeira (média da
populacao); xi é o valor individual de uma medi¢cédo e n € o nimero de medicoes.

A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de confianca da
média, que é uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade de

se encontrar certo valor de uma variavel’, calculada pela equacéo:

Intervalo de confianca da média = x + 5—% (5)
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Em que: t = valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de
liberdade. O valor t é tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de
confianca. Onde X = média para N replicas e s= desvio padrao dos resultados
obtidos a partir da curva de calibragéo.

O desvio padrdo dos resultados obtidos a partir da curva de calibracéo é

calculado da seguinte maneira?s:

s (101 Ve — ¥)?
S_a\/M+N+ azS, ©)

Onde S= desvio padrdo da regressdo; a € a inclinacdo da linha; M=
guantidade das réplicas de analise amostras desconhecidas; N= niamero de pontos;
y.= média de um conjunto M de réplicas; y= Média para os N pontos de calibracéo;
Sx= Soma dos quadrados dos desvios em relacdo a média para valores individuais
de x.

e y)?

sr|1 7
a N a®Syy )

S =

Desvio padréo da regresséao (Sr) é dado da seguinte maneira?3:

Sy - a’S,,
N T (8)
Onde: S,, = X(y; — ¥)* )
= X(x; —%)* (10)

7

Outra expressdo da precisdo € através da estimativa do desvio padréao

relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variagdo (CV)’.
S
RSD(%)ou CV (%) = ¥ 100% (11)

A reprodutibilidade refere-se ao uso de procedimentos analiticos em
diferentes laboratérios, diferentes analistas e em diferentes dias, enquanto que a
repetibilidade refere-se ao uso de procedimentos analiticos num curto espaco de
tempo utilizando os mesmos analistas e 0s mesmos equipamentos?*.

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma

amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo
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laboratorio, mas definindo exatamente quais as condi¢cdes a variar, tais como:
diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos?®.

Exatiddo do método analitico € o grau de concordancia entre o valor médio
obtido de uma série de resultados e o valor de referéncia aceito. Pode ser
demonstrada pela comparacdo dos resultados obtidos com material de referéncia
certificado ou com outro método validado cujo erro sistematico € sabidamente nédo
significativo. Outra forma de investigacdo é comparar a média dos resultados obtidos
com a média obtida do programa interlaboratorial, ou ainda por meio de estudos de
recuperagdo de quantidades conhecidas do analito adicionado na matriz limpa da
amostra ou ainda na matriz da amostra®®. A exatiddo é calculada como porcentagem
de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como
a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos

intervalos de confianca®.

(12)

Onde, R(%) € a porcentagem de recuperacao; x € a medida dos valores que
foram determinados experimentalmente; x é a concentracao tedrica correspondente.

O limite de deteccao refere-se a menor quantidade do item a ser analisado
capaz de ser detectada com satisfatorio grau de certeza (Equacédo 11). E limite de
quantificacdo refere-se a menor quantidade deste item capaz de ser
guantitativamente determinada com graus de precisdo e exatiddo aceitaveis. Uma
vez que o método passou pela etapa de linearidade, pode ser considerado
suficientemente sensivel para detectar o analito na menor concentracdo na faixa
linear. Desta forma, determinar o limite de deteccéo e quantificagcdo consiste em um

refino justificAvel apenas em casos mais especificos?®.

kSg
=2 13
— (13)

Onde, k= fator de confiangca= 2 (92,1% de confianga) ou 3 (98,0% de
confianca); Se= desvio padrdo do branco; m= sensibilidade da calibracdo?’.

LD

A robustez de um método é a sua capacidade de resistir a pequenas
variacdes dos parametros analiticos sem alterar significativamente sua exatidéo e
precisao, portanto, € uma medida da quantidade de variabilidade que o método pode
suportar, sem perder a confiabilidade, e sua estimativa depende do tipo de

metodologia analitica utilizada’ 4 1> 17,
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3.2 Calibragéo

A medida quantitativa de uma propriedade de interesse em um sistema
quimico é uma das praticas mais frequentes em quimica analitica. Na grande
maioria dos casos, essa propriedade trata da concentracdo de uma espécie
presente no meio?®. Quando se utilizam técnicas instrumentais de analise, a
concentracdo é uma propriedade determinada indiretamente por meio da relagéo
com outra grandeza, como a absorcdo ou emissdo de luz, esta pratica € conhecida
como calibracéo?.

Logo, calibracdo em quimica analitica € a operacdo que determina a relacao
funcional entre valores medidos e grandezas analiticas caracterizando os tipos de
analitos e suas quantidades ou concentracdes. A calibracdo inclui a selecdo do
modelo, a estimativa dos parametros do modelo e dos erros associados a essas
estimativas, e a validacdo do modelo?.

O processo de calibracdo pode ser definido como uma série de operacdes
que estabelecem, sob condi¢cdes especificas, uma relacdo entre medidas
instrumentais e os valores correspondentes a propriedade de interesse realizados
em padrdes?.

Entre os métodos de calibracéo existentes os mais difundidos sdo os métodos
univariados, onde se tem apenas uma medida instrumental para cada uma das
amostras de calibracdo. A aplicacdo de modelos univariados € restrita a situacdes
em que a grandeza que € medida diretamente no sistema € livre de interferentes que
possam provocar desvios entre sua relacéo linear com a propriedade de interesse. E
métodos de calibracdo multivariada, onde duas ou mais respostas instrumentais sao
relacionadas com a propriedade de interesse. Esses métodos possibilitam analises
mesmo na presenca de interferentes. Isso faz com que, modelos de Calibracéo
Multivariada sejam uma alternativa quando métodos univariados ndo podem ser
aplicados?.

Quando se deseja construir uma curva de calibracdo costuma-se fazer a
suposicdo de que a curva deve passar 0 mais perto possivel dos pontos
experimentais. O modo mais empregado de obter essa maxima proximidade é o
método dos minimos quadrados?®°.

No uso do método dos minimos quadrados séo feitas duas consideracdes. A

gue existe uma relacao linear entre a resposta medida y e a concentracdo analitica
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do padrédo x. Essa relacdo matematica € denominada modelo de regressao e é
representado pela Equacao 1. Também se considera que qualquer desvio de pontos
individuas da linha reta é decorrente de erros na medida?’.

Em uma calibracdo com padrdo externo, um padrdo externo € preparado
separadamente da amostra. Em contraste, um padréo interno é adicionado a propria
amostra. Padrbées externos sdo utilizados para calibrar instrumentos e
procedimentos quando ndo ha efeito de interferéncia de componentes da matriz da
solucéo do analito. A calibracéo é realizada obtendo-se um sinal de resposta como
uma funcdo da concentracdo conhecida do analito. Uma curva de calibracdo é
montada ajustando os dados por meio de uma equacao matematica adequada,
como a relacéo linear utilizada no método dos minimos quadrados?”’.

Em uma calibracdo com padrao interno, uma quantidade de espécie que atua
como referéncia é colocada em todas as amostras, padrées e brancos. Logo, o sinal
da resposta ndo é aquele préprio do analito, mas sim da razdo entre o sinal do
analito e o da espécie de referéncia. Uma curva de calibracdo € preparada onde o
eixo y € a razdo entre as respostas e 0 eixo X a concentracdo do analito nos
padroes?’.

Para uma calibracdo utilizando o método de adicdo padréo, sao feitas as
adicoes de quantidades conhecidas da solugéo padrdao do analito a varias porcoes
da amostra e assim é obtida uma curva de calibracdo com multiplas adicbes. O
método de adicbes multiplas permite verificar se existe uma relacdo linear entre a
resposta e a concentracdo do analito?’.

O processo de calibragcdo normalmente consiste em duas etapas. A etapa
descritiva onde medidas feitas numa série de padr6es analiticos de concentracfes
conhecidas sdo usadas para construir um modelo relacionando a concentracao a
grandeza medida com a concentracao da espécie de interesse. E a etapa preditiva
onde usa-se esse modelo para prever as concentracdes de novas amostras a partir
dos sinais analiticos medidos para elas®®.

Ao utilizar uma curva de calibragédo para prever o valor da concentracdo a
partir de uma resposta analitica medida com certo erro associado, tem-se uma
regressdo inversa®.

A validade do modelo e a significancia estatistica da curva ajustada podem

ser testadas por meio de Analise da Variancia conforme a Tabela 1. As expressfes
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ajustadas na tabela se aplicam ao ajuste, por meio dos minimos quadrados de um
modelo geral com p parametros?®.
Tabela 1- Tabela de analise de variancia para o ajuste de um modelo pelo

método dos minimos quadrados.

Fonte Soma Quadrética G.L Média Quadrética
Modelo SQreg = Zni[ (Ye)i- Ym ]2 p-1 MQreg = SQreg/(p-1)
Residual SQr =X Z [yij - (Ye)i] 2 n-p MQr = SQ//(n-p)
Falta de ajuste SQfa = ZNi [(Ye)i - Yim] ? n-p MQfaj = SQfaj/(M-p)
Erro Puro SQep = Z Z [yij- Yim] ? n-m MQep = SQep/(n-m)
Total SQt = X Z [yij - ym]? n-1

SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica; ni=
namero de repeticées do nivel i; m = nimero de niveis distintos da variavel x; n = Zni
= numero total de medidas; p = nimero de parametros do modelo. O indice i indica o
nivel da variavel x; o indice | refere-se as medidas repetidas da variavel y em um
dado nivel de x. O segundo somatdrio das expressdes para SQr, SQep € SQt vai de |
=1 até j = ni. Os outros somatoérios vao de i = 1 até i = m. ym € a meédia de todos os
valores de y; yim € a média das determinacgdes repetidas no nivel i.

Pode-se verificar se o ajuste do modelo é satisfatorio:

MQfalta de ajuste

MQ@rro puro < vaalta de ajuste; Verro puro (14)
E se o modelo for linear:
MQyegress
gressao
]V[Q—. > eregressio; Vyesidual (15)
residual

3.3 UV-Vis

A espectrometria de absor¢cado molecular nas regides espectrais do ultravioleta
e do visivel é largamente utilizada para a determinacdo quantitativa de um grande
nimero de espécies inorganicas, organicas e bioldégicas?®. A espectroscopia na
regido do UV-VIS esta associada as transicdes eletrbnicas, nas quais elétrons sao
promovidos de um estado de mais baixa energia para outro mais energético®.

A determinacao qualitativa e quantitativa de cada constituinte de uma amostra
€ uma tarefa muito laboriosa ao se usar a espectrofotometria UV-VIS. Devido as

bandas de absorcdo se apresentarem muito alargadas, sobrepostas e carentes de



24

detalhes, torna-se muito complexa e de dificil interpretacdo uma analise qualitativa
da amostra3!.

A espectrometria de absorcdo molecular € baseada na medida da
transmitancia T ou da absorbancia A de soluc¢des contidas em células transparentes
com caminho o6ptico de b cm. Geralmente, a concentracdo de um analito que
absorve radiacdo esta relacionada com a absorbancia, e pode ser determinada a

partir da lei de Lambert- Beer?::
Po
A= —logT = log? = ebc (16)

A espectroscopia UV-Vis apresenta um conjunto de caracteristicas favoraveis,
as quais deveriam garantir a sua condicdo de ferramenta analitica de primeira
escolha. Trata-se de uma técnica consolidada, de baixo custo e sensibilidade
compativel com muitas das necessidades que surgem no controle de qualidade de

produtos farmacéuticos e alimenticios®.

3.4 Farmaco Miconazol

Nas Ultimas décadas, nota-se um aumento exponencial das infeccbes
fungicas. Esta evolucdo deve-se a varios fatores: avanco nas ciéncias médicas,
aumento do numero de pacientes imunodeprimidos e aparecimento de resisténcias
aos antifingicos®2.

Os azlis sdo compostos fungistaticos de origem sintética que se caracterizam
por possuir um imidazélico livre unido a outros anéis aromaticos por ligagées C-N. A
natureza dos outros anéis modifica as propriedades fisico-quimicas, o efeito
terapéutico e a toxicidade dos compostos. Podem ser classificados em imidazéis e
triazois, de acordo com o nimero de atomos de nitrogénio no anel azol®:,

Figura 1 - Estrutura quimica do imidazol (A) e do triazol (B)

H
N\
Sy

Fonte: Elaborado pelo autor
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O miconazol (C1sH14ClsN20) € um derivado de imidazol, com acdo antifingica
de amplo espectro ativo pelas vias sisttmica e topica, para uso
dermatoldgico/tépico. O miconazol combina a atividade antifungica contra
dermatdfitos e leveduras comuns e outros fungos, como Malassezia furfur e também
com atividade contra certas bactérias cocos gram-positivas. Este farmaco inibe a
biossintese do ergosterol no fungo e altera a composi¢cdo de outros componentes
lipidicos da membrana, causando ruptura da mesma, e consequente morte da célula
fangica3*.

Figura 2 - Estrutura do miconazol
Cl Cl

Fonte: Elaborado pelo autor

O ergosterol é o maior componente da membrana celular fangica e é
essencial na biorregulacao da fluidez, assimetria e integridade da membrana celular.
Por isso, é o alvo principal dos azoéis e também das alilaminas®®.

O miconazol € usado na forma de nitrato. O nitrato de miconazol
(C18H14ClaN2O-HNO3) logdo cremosa age rapidamente nas infecgbes por
dermatofitos, leveduras e outros fungos, nao produzindo niveis sanguineos
detectaveis, portanto sua acdo é exclusivamente local®.

O miconazol pode ser utilizado no tratamento curativo e profilatico das
candidoses da cavidade bucofaringea, e do trato gastrintestinal e também utilizado

no tratamento de vulvovaginites e dermatomicosess®.

3.5 Ensino técnico em Quimica
Com o surgimento da industria quimica no Brasil viu-se a necessidade de

mao de obra qualificada para este setor industrial. Desta forma surgiu o ensino
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técnico em quimica proporcionando a formacao profissional na area de quimica de
forma mais rapida, com menores custos e que viesse suprir a escassez de

profissionais neste ramo?®’. De acordo com Siqueira apud Matsumoto & Kuwabara:

O ensino técnico-quimico foi estabelecido com o Instituto de Quimica,
fundado no Rio de Janeiro, em 1918, que previa de um lado cursos
cientificos, destinados a formar quimicos profissionais e, de outro, os cursos
abreviados, destinados a pessoas que desejam aplicar os conhecimentos
na inddstria ou no comércio. Nessa mesma época a Escola Politécnica de
Sao Paulo criou o curso de quimicos®®,

Nota-se que o programa de formagéo profissional do técnico em quimica e do
ensino superior em quimica possui praticamente o mesmo contetudo, o que se difere
€ o tempo destinado para tratar de cada contetddo e a importancia de cada assunto
para cada um dos niveis de ensino. Os conteudos séo distribuidos nas disciplinas de
Quimica Geral, Quimica Organica, Quimica Inorganica, Quimica Analitica e Fisico-
Quimica. Dentre a disciplina de Quimica analitica pode-se pontuar a analise

instrumental®’.

3.6 Materiais didaticos

As pesquisas em Ensino de Quimica vém produzindo conhecimento e dando
suporte ao planejamento de cursos que favorecem, por parte dos alunos, a producao
de conhecimentos significativos ndo apenas sobre o conteudo das disciplinas
cientificas como também sobre o processo de construgdo da propria ciéncia. Assim,
as préticas pedagogicas se efetivam, em sala de aula e nos laboratérios de ensino,
com o uso de diferentes recursos didaticos como textos escritos dos mais variados
géneros, imagens e softwares3°.

O ensino de forma significativa estabelece o0 ensino como um processo mais
complexo do que apenas a transmissao e recepg¢ao de conhecimento. Instrumentos
mediadores que podem contribuir bastante para construir uma aprendizagem
significativa sdo os livros didaticos escolares de Quimica®. Contudo, nem sempre 0s
livros pelos quais os alunos estudam sdo facilitadores dessa construgdo, nem
apresentam uma imagem correta e integrada do que a ciéncia produz°. Entretanto,
o material a ser utilizado deve proporcionar ao aluno o estimulo a pesquisa e a

busca de novos conhecimentos*!.
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Os professores em processo de formacéo profissional normalmente se
gueixam da rigidez dos materiais didaticos disponiveis, o que dificulta a sua
utilizacdo em certas estratégias de ensino. Por vezes, o professor se recusa
a adotar fielmente os manuais didaticos do mercado e faz adaptacbes
tentando molda-los a sua realidade escolar e convic¢des pedagdgicas®.

No campo de Ensino de Quimica, ha histérica preocupacdo dos
pesquisadores com a producéo de materiais didaticos alternativos a esfera comercial
e aos modelos convencionais dessa esfera*?. Com isto ha a alguns anos grupos de
parcerias entre professores universitarios e professores do ensino basico de quimica
como o GEPEC (Grupo de Pesquisa em Educacdo Quimica) no 1Q-USP e, o grupo
PEQS (Projeto de Ensino de Quimica em um Contexto Social) no 1Q-UnB%3,
produzem esses materiais didaticos. Esses materiais inovadores procuram romper
com as deficiéncias e inadequac¢des dos materiais tradicionais, encontrados no

mercado editorial®.

As experiéncias revelaram que o uso de um material didatico elaborado com
a participacdo do professor em formacéo pode abrir uma nova perspectiva
para o seu trabalho. Ao se envolver com novas propostas, refletir sobre
suas concepcodes relacionadas ao processo de ensino e de aprendizagem e
sobre a mudanca da qual participa o professor podera construir uma nova
perspectiva do trabalho docente®.

Para o desenvolvimento de tais materiais os autores deverdo se atentar as
caracteristicas de um bom texto didatico, como o tipo de desenho e figura mais
adequados ao texto, tipos de exercicio e exemplos importantes ao contetdo a ser
explanado e como incorporar nos materiais didaticos o saber prévio do aluno®.

Um roteiro experimental € um material didatico que deve apresentar uma
estrutura adequada com a finalidade de se obter os objetivos desejados. A estrutura
de um roteiro experimental pode ser classificada em quatro categorias: Laboratoério
formal ou de verificagcdo, laboratorio aberto-fechado, baseado num problema e
investigatério**. Segundo Domin apud Simoni, Andrade & Simoni:

Enguanto o laboratério de verificagdo exige apenas processos
cognitivos de ordem mais baixa, como conhecimento e compreenséo,
em que o estudante deve apenas seguir passo-a-passo 0
procedimento experimental e depois preencher uma tabela em branco
ou responder a algumas perguntas, previamente formuladas, o
laboratério investigatério exige habilidades cognitivas de alta ordem,
como analise, sintese e avaliacdo, uma vez que o estudante deve
planejar toda a experimentacao, inclusive a escolha do sistema a ser
investigado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Padrao (Miconazol)

Padrbes de calibracdo foram preparados a partir do principio ativo do nitrato
de miconazol, o qual se caracteriza por ser um po cristalino branco. O principio ativo
foi fornecido pela farmacia de manipulagdo Subtractum. Produzido por
VALDEQUIMICA lote nimero 20141123 em 11/2014.

4.2 Material das amostras (Pomadas)

As amostras foram feitas a partir de pomadas de nitrato de miconazol obtidas
em uma farmécia da regido. Foram selecionadas trés pomadas, creme vaginal, de
laboratorios diferentes: Geolab; Teuto; Pranti-donaduzzi. As trés apresentavam em

sua composic¢ao 20 mg/g de nitrato de miconazol.

4.3 Elaboracé&o do roteiro

Com base nos tipos de estruturas de roteiros experimentais, foi estabelecido
gue a forma de organizacdo baseada em principios cognitivos que teria uma melhor
avaliacdo para o0 experimento seria pelo método de laboratério formal ou de
verificacdo e investigatorio.

Com isto, para elaboracéo do roteiro foi feito um esboco de um roteiro prévio
no qual continha as concentracfes e quantidades de substancia a ser utilizadas: O
principio ativo- nitrato de miconazol; Os trés tipos de pomada- Geolab, Teuto e
Pranti-donaduzzi; A solucédo alcodlica- Metanol PA; Azul de metileno; O passo-a-
passo da execucao do roteiro experimental.

O roteiro definitivo foi feito com base no experimento realizado previamente e

tendo como parametro os resultados obtidos.

4.4 Preparo dos Padrdes e das amostras

Realizou-se o preparo das amostras para cada um dos métodos de

calibracdo: Padréo externo; Padréo interno; Adicao padréo.
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Para a calibragdo com padrao externo preparou-se uma solucdo estoque
padrao para a calibracdo de 40 mg/L que continha metanol PA e 0,0040 g de nitrato
de miconazol em um baldo de 100 mL. Foram retiradas aliquotas de 2 mL, 4 mL, 5
mL, 6 mL, 9 mL e 10 mL, sendo que a de 5 mL foi retirada em triplicada, e colocadas
cada uma em baldes volumétricos diferentes de 25 mL completando o volume até o
menisco com metanol PA (Figura 3). Para as amostras de concentracdo de 10 mg/L
em baldes de 100 mL, foram preparadas 100 mL de solucéo, diluindo 0,0500 g de
cada pomada em metanol. As amostras autenticas foram feitas em duplicada para

cada uma das trés pomadas utilizadas: Geolab; Teuto; Pranti-donaduzzi (Figura 4).

Figura 3-Esquema da retirada de aliquotas da solucao estoque colocadas em
balGes de 25 mL para a calibracéo.

Baldo de 25 mL

Tl
|

i
Solucéo estoque padrido de miconazol

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 4- Esquema da solucao de amostra preparada em duplicata para cada
marca comercial de pomada.

Amostras Pomada |

Amostras Pomada Il Amostras Pomada Il

Fonte: Elaborado pelo autor

Na calibragcdo empregando o método de padrdo interno preparou-se uma
solugcédo estoque padrdo para a calibracdo de 40 mg/L que continha metanol PA e
0,0040 g de nitrato de miconazol em um baldo de 100 mL. Foi preparada uma
solucéo estoque de azul de metileno 264 mg/L a ser utilizada como padrao interno.
Foram retiradas aliquotas de 2 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL, 9 mL e 10 mL, sendo que a de
5 mL foi retirada em triplicada, e colocadas cada uma em bal6es volumétricos
diferentes de 25 mL. Adicionou-se 1 mL do padrdo interno em cada baldo e
completou-se o volume até menisco com metanol PA (Figura 5). Foram preparadas
amostras autenticas de concentracédo 10 mg/L em baldes de 100 mL, diluindo 0,0500
g de cada pomada em metanol, adicionou-se 4 mL do padréo (azul de metileno) em
cada baldo completando-o até o menisco (Figura 6). As amostras foram feitas em
duplicada para cada uma das trés pomadas de marca comerciais diferentes

utilizadas: Geolab; Teuto; Pranti-donaduzzi.
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Figura 5- Esquema da retirada de aliquotas da solucéo estoque colocadas em
baldes de 25 mL e de aliquotas de azul de metileno adicionadas para a calibracéo.

LAAALLL

Baldo de 25 mL

Solugdo estoque
padrio de miconazol ¥

LA

L

|
&

Solugdo de azul de
metilena- Padrao interno

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 6.-Esquema da solucdo de amostra preparada em duplicata para cada
marca comercial de pomada adicionando-se a solucdo de azul de metileno.

Amostras Pomada |

| Amostras Pomada |

Amostras Pomada |l

Amostras Pomada Il

H H Solugdo de azul de metileno-
I I Padrdo interno
Amostras Pomada Il

Fonte: Elaborado pelo autor

e__.

Amostras Pomada ll

Para uma calibragéo utilizando o método de adicdo padrédo preparou-se uma
solugcdo estoque de padréo para a calibragdo com concentracdo de 30 mg/L que
continha 0,00750 g de nitrato de miconazol e metanol PA em um baldo de 250 mL.
Foram preparadas uma solucdo estoque para cada marca comercial de pomadas
com concentragéo de 10 mg/L em baléo de 100 mL, diluindo 0,0500g de pomada em
metanol e completando o volume do baldo com o mesmo. Em nove balGes
diferentes de 25 mL foram colocadas aliquotas de 0 mL, 1 mL, 2 mL, 4 mL (em
triplicata),5 mL, 6 mL, e 9 mL da solugcéo padrao (Figura 7). E acrescentou-se 9 mL
da solucéo estoque de pomada em cada um dos balGes (Figura 8). Tal procedimento
repetiu-se para cada uma das solu¢des estoque de pomadas de marca comercial

diferentes.



Figura 7- Esquema da retirada de aliquotas da solucéo estoque padréo de
miconazol para as respectivas solucdes de trabalho.

Amastras Pomada |

i | Amostras Pomada |l
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Amastras Pomada Il

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 8- Esquema da retirada de aliquotas da solucéo estoque de cada
marca comercial de pomada para as respectivas solu¢oes de trabalho que
continham o padrédo de miconazol.

Amostras Pomada |

Amaostras Pomada |l
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5 Analise espectrofotométricas no UV-Vis

As analises foram realizadas em triplicatas utilizando um espectrofotémetro
de UV-VIS Shimadzu UV-2450, empregando cubetas de quartzo de 1 cm. O
conjunto de calibracdo foi registrado entre 200 nm e 800 nm em intervalos de 0,5
nm.

4.6 Validacdo do método analitico

A validacdo do método proposto foi feita conforme a resolucdo RE n° 899 de
29/05/2003 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)'®, que
regulamenta a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos no Brasil e conforme
o DOQ-CGCRE-008, 2003 do INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,

Normalizacdo e Qualidade Industrial)?®, que traz orientacdes sobre a validacdo de
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métodos e ensaios quimicos. Foram avaliados 0s seguintes parametros:

Linearidade, exatidao, precisao e limite de deteccéo.
4.7 Andlise Estatistica
A analise estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de variancia

(ANOVA), testes t e teste f com nivel de confianca de 95%. A avalicdo estatistica

dos resultados foi realizada por meio do Software LibreOffice.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Espectros de absor¢édo no UV-Vis

Determinou-se o comprimento de onda no maximo de absorgao (Amax) para 0s
ensaios de validacdo e a quantificacdo do miconazol. Analisando os espectros UV-
Vis entre 200 nm e 800 nm, observou-se que as variacfes espectrais séo
prioritariamente nas regides de 206 nm para o principio ativo (miconazol). Para o
padrdao interno quando for o caso, as variagdes sao de 291 nm a 653 nm.
Observando que a absorbancia méxima da solucdo de azul de metileno ocorreu em

um comprimento de onda maximo de 653 nm, como mostrado no espectro de
absorcao no UV-Vis (Figura 9).

Figura 9- Espectro de absorcédo no UV- Vis do miconazol e do azul de metileno em
solucao de metanol.

2,5

653 nm
206 nm

miconazol

azul de metileno

absorbancia (u.a.)

L) L) ™~ L) L) L)
200 300 400 500 600 700

A (nm)

Fonte: Resultados da pesquisa.

Analisando os espectros UV-Vis das amostras de pomadas dos trés
laboratorios (Geolab, Teuto e Pranti-dunaduzzi) das variacbes entre 200 nm e 700
nm observa-se uma que a absorbancia maxima das amostras de pomadas foi

aproximadamente de 260 nm para ambos os laboratérios conforme a Figura 10.
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Figura 10- Espectro de absorcédo no UV- Vis das amostras de pomadas.
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Pranti-donaduzzi
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Fonte: Resultados da pesquisa.

5.2 Padrao externo

A analise da curva analitica por meio dos métodos dos minimos quadrados
apresentou a equacao y= 0,85014x + 0,78870 e um coeficiente de correlacdo de
0,86664 conforme a Tabela 2. Indicando a linearidade do método dentro do limite
das concentracfes estudas, entretanto conforme descritos no Guia para validacao
de métodos analiticos e bioanaliticos (Resolucdo RE n° 899, de 29/05/2003) o
critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacédo (R?) deve ser =0,99%°. Toda via
guanto mais préximo de 1 ou -1, menor sera o erro em y obtendo assim um melhor

ajuste da funcdo matematica?’.
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Tabela 2- Curva de calibracdo para o Padréo externo.

Padrio Externo
ABS (u.a.) ¥ (me/L)
0928 344
0,936 344
0,937 3
1 485 6,88
1 481 6,88
1,490 6,88
1,258 8,60
1,267 8,60
1,271 8,60
1,650 8,60
1,669 8,60
1,656 8,60
1,630 8,60
1,631 8,60
1,630 8,60
1,796 10,32
1,812 10,32
1,305 10,32
2,092 1548
2,081 1548
2,093 1548
2,173 17,20
2,172 17,20
2,165 17,20
ABS=ay+b

a (085014279886

b 078870877193

R (866453268554

Fonte: Resultados da pesquisa

Por meio da analise de variancia, avaliou-se a significancia estatistica da
curva ajustada e a linearidade do método (Tabela 3). No ajuste da curva obteve-se
um valor de fcaiculado de 2,810 menor que 0 fabelado 2,927 comprovando que o ajuste
do modelo é satisfatério a um nivel de confianca de 95%. O teste da significancia da
regressao foi analisado por meio da comparacao dos valores do fcaiculado 142,736 0
qual foi muito maior que 0 fiabelado 4,3009 indicando que o método € linear a um nivel

de confianca de 95%.
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Tabela 3-Tabela de analise de variancia para o ajuste do modelo pelo método
dos minimos quadrados da curva analitica obtida.

Fonte SQ G.L. MQ MQ i/ MQ =  2,81033205
Modelo 3,04688119 1 3,04688119 F ogs:z:a = 2,92774417
Residual 0,46961681 22 0,02134622
Falta de Ajuste  0,18053615 4 0,04513404 MQ g/ MQ =  142,736342
ErroPuro  0,28908067 18 0,01606004 F ogsiis = 4,3009495
Total 3,516498 23

SQ = Soma Quadrética; GL = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica.

Fonte: Resultados da pesquisa

Aplicando esse método nas amostras de pomada observa-se os valores de
abosrbancia e yesimado para as amostras de diferentes laboratorios conforme a

Tabela 4 e a partir destes valores pode-se calcular a exatiddo do método.

Tabela 4- Valores de absorbancia e yestimado para as amostras de diferentes
laboratorios pelo método de padréao externo.

Padrio Fxterno
amostra ABS (0.a)  Yiatormads (MZE) Yeimas, (ME/E)
Geolab 1 1,677 20 199
CGeolab | 1,680 20 199
Geolab 1 1,675 20 198
Geolab 2 1,651 20 19,1
Geolab 2 1,661 20 19.4
Geolab 2 1 659 20 193
Teuto 1 1,725 20 216
Teuto 1 1,716 20 213
Teuto 1 1,724 20 215
Teuto 2 1,724 20 21,7
Teuto 2 1,716 20 215
Teuto 2 1,705 20 213
Pranti=donaduza 1 1,395 20 14,1
Pranti=donaduza 1 1,396 20 14,1
Pranti=donaduza 1 1 400 20 14,2
Pranti=donaduz= 2 1411 20 14,2
Pranti-donaduza 2 1,412 20 14,2
Pranti-donaduza 2 1,407 20 14,1

Fonte: Resultados da pesquisa

s

A exatiddo de um método é geralmente expressa pela porcentagem de
recuperacdo (R%) da substancia de interesse acrescentada de seu intervalo de

confiangca. Sendo assim o laboratério Geolab pelo método de padrdo externo
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ocorreu uma recuperacdo média em relagdo ao valor informado de 97,83% por essa
metodologia. O laboratério Teuto apresentou uma recuperacdo meédia de 107,41%.
O valor de recuperacdo média da amostra do laboratorio Pranti-donaduzzi foi de
70,75%.

Por essa metodologia e com base nos valores de recuperacdo obtidos
observa-se que as amostras da Geolab e Teuto estdo dentro do intervalo esperado
de 80-120%.

O intervalo de confianca foi calculado conforme a equacdo 3, apresentando
0S seguintes valores para os laboratdrios Geolab, Teuto e Pranti-donaduzzi
respectivamente: 9,89+0,3364; 9,89+0,3381; 9,89+0,3493.

A precisdo de um método pode ser expressa pelo coeficiente de variacdo
(CV%). Sendo assim os valores encontrados por meio da equacdo 8 foram
respectivamente: 7,9% para o laboratério Geolab; 7,9% para o laboratério Teuto e
8,2% para o laboratério Pranti-donaduzzi. Tais valores estdo acima do critério de
aceitacdo (<5%) estabelecido no Guia para validacdo de meétodos analiticos e
bioanaliticos (Resolucdo RE n° 899, de 29/05/2003)*°, demonstrando que o método
proposto ndo apresenta um bom nivel de preciséo.

A partir da curva analitica pode-se calcular o limite de deteccao obtendo-se o
valor de LD= 0,0103 para as amostras segundo o método de padrdo externo

calculado conforme a Equacéo 11.

5.3 Padrao interno

Para a analise do padrédo interno as amostras foram verificadas em variacées
de 291 nm a 653 nm. A andlise da curva de calibracdo para os valores de
ABS206/ABS2901 apresentou equacao y= 0,07044x + 0,80023 e R2 de 0,9676. Para os
valores de ABS206/ABSes3 obteve-se R? de 0,9779 e a equacgédo y= 0,03807x +
0,40870 conforme a Tabela 5. Ambos os coeficientes de correlagédo foram bons e

indicando assim a linearidade do método.
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Tabela 5- Curva de calibracédo de Padrao interno de ABS206/ABS291 € de

ABS206/ABS6s53.
Padrfio Interno
ABS,, JABS,, ABS_JABS_ .y (mg/L)
0,94192 049160 170
0,94745 049488 170
094375 0, 49488 120
1,26651 0,65755 6,40
126056 0,65648 6,40
125914 0,65826 640
1 44382 074722 800
1 43770 0,74349 8,00
1 44568 0,75062 800
1,40031 0,72816 £ 00
1,39297 0,72657 &0
138911 0,72620 800
139425 0,72827 800
1,39643 073111 £.00
139272 0,73030 500
147018 0),76842 960
146219 0.76721 9 60)
145741 0,76758 9 60)
1,75957 092736 14,40
1,73565 092363 14,40
1,74420 092982 14,40
1.94607 1,00433 16,00
1,92939 101781 16,00
193817 1,00462 16,00
ABS_JABS_ =ay+b
a 0070441 684964463
b 0002345 72240774
R [, D6 TRSHOPIISELSS
ABS_/ABS_ =ay+b
a [,3R0TT337546938
b 0L A0 704580964493
R (97 TURG(RTS4829

Fonte: Resultados da pesquisa

Pela analise de variancia pode-se verificar a significancia estatistica da curva
ajustada e a linearidade do método conforme a tabela 6 para o conjunto
ABS206/ABS201 € tabela 7 para o conjunto ABS206/ABSes3s. O ajuste da curva para
ambos conjuntos apresentou um valor de fcalculado maior que 0 fabelado demonstrando
uma falta de ajuste do modelo. Para o teste de significancia da regressao de ambos
conjuntos os valores de fcaculado fOram maiores que 0 fabelado iNdicando que a um

nivel de confianca de 95% o método € linear.
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Tabela 6-Tabela de analise de variancia para o ajuste do modelo pelo método dos
minimos quadrados da curva analitica obtida para padrao interno no conjunto de
amostras ABS206/ABS291

Fonte SQ G.L. MQ MQ 15 / MQ ep =44,1175447931788
Modelo 1,81014890173477 1 1,81014890173477  Fogsas=  2,92774417280719
Residual  0,060444485509143 22 0,002747476614052

Falta de Ajuste 0,054849793593945 4 0,013712448398486 MQ reg / MQ (= 658,840512955339
Erro Puro 0,005594691915197 18 0,000310816217511  F ggs;1:22=  4,30094950177766
Total 1,87059338724392 23

Fonte: Resultados da pesquisa

Tabela 7-Tabela de analise de variancia para o ajuste do modelo pelo método
dos minimos quadrados da curva analitica obtida para padrdo interno no conjunto de
amostras ABS206/ABSess.

Fonte SQ G.L. MQ MQ fj / MQ ¢p =62,5277951271717
Modelo 0,528917549925218 1  0,528917549925218 F o418 =  2,92774417280719
Residual  0,011926360675219 22  0,000542107303419

Falta de Ajuste 0,01112566861998 4  0,002781417154995 MQ reg/ MQ = 975,669478329062
Erro Puro 0,000800692055239 18 4,44828919576973E-05  F ggs5:1.20=  4,30094950177766
Total 0,540843910600436 23

Fonte: Resultados da pesquisa

Na tabela 8 séo apresentados os valores obtidos para o conjunto de amostras
com ABS206/ABS291 € na Tabela 9 o conjunto de amostras com ABS206/ABSess. Para
0 conjunto ABS206/ABS201 as amostras do laboratorio apresentaram uma
recuperacdo de 127,3%, 131,5% e 99% para os respectivos laboratérios Geolab,
Teuto e Pranti-donaduzzi. No conjunto ABS206/ABSes3 0s valores de recuperacdo
foram de 117%, 122% e 92,1% para os laboratérios Geolab, Teuto e Pranti-

donaduzzi respectivamente.
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Tabela 8- Conjunto de amostras ABS206/ABS291 COM Seus respectivos Yestimado.

Padrio Interno
amosira ABS JABS . Y osemets (M8/2) Yoimase (ME/E)
Ceolab | 1,72015 20 25,8
Ceolab | 1, 70381 20 25,3
Geolab 1 1,70055 20 252
Ueolab 2 1, 74294 20 257
Ceolabh 2 1, 73388 20 255
Ceolabh 2 1,72629 20 251
Teuto | 1, 78042 20 X3
Teuto | 1,77819 20 273
Teuto 1 1, 78624 20 275
Teuto 2 1,71033 20 251
Teuio 2 1,71442 20 252
Teuto 2 1,71956 20 254
Pranti-donaduza 1 1, 46733 20 189
Pranti-donaduza | 1 46154 20 18,7
Pranti-donaduza 1 146009 20 18,7
Pranti-donaduza 2 1,55627 20 210
Pranti-donaduza 2 1,818 20 208
Pranti-donaduza 2 1,54257 20 207

Fonte: Resultados da pesquisa

Tabela 9- Conjunto de amostras ABS206/ABSe53 COmM seus respectivos Yestimado.

Padrio Interno
amostra ABS, JABS ) Yopemess (MYE) ¥, maae (ME/E)
Ceolab 1 0, 86249 20 235
Ceolab 1 0 55828 20 233
Ceolab 1 0, 55661 20 232
Ceolah 2 0, 57666 20 236
Ceolab 2 0 57408 20 235
Ceolab 2 087101 20 233
Teuio 1 0 59359 20 250
Teuto 1 0,89649 20 252
Teuto 1 090139 20 254
Teuio 2 086434 20 233
Teuto 2 087171 20 237
Teuio 2 087718 20 239
Pranti-donaduza 1 0,74413 20 176
Pranti-donaduza 1 0,74185 20 175
Prant-donaduza 1 0, 74186 20 175
Prantdonaduza 2 0,78279 20 193
Prantdonaduza 2 0, 78552 20 194
Prant-donaduza 2 0, 78299 20 193

Fonte: Resultados da pesquisa

Para o conjunto de amostras com ABS206/ABS291 foi calculado o intervalo de
confianga para cada laboratério sendo eles: 9,2+0,1592 laboratério Geolab;
9,2+0,1619 laboratorio Teuto; 9,2+0,1461 laboratério Pranti-donaduzzi. No conjunto
de amostras ABS206/ABSes3 0s valores encontrados de intervalo de confianca foram
de 9,2+0,0890; 9,2+0,0877; 9,2+0,0968 para os laboratdrios Geolab, Teuto e Pranti-

donaduzzi respectivamente.
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A precisdo do método foi avaliada com base nos resultados de coeficiente de
variagao confianga (CV%). No conjunto de amostras ABS206/ABS2901 0S coeficientes
de variacédo foram 4,04% para o laboratério Geolab; 4,1% para o laboratério Teuto e
3,7% laboratdrio Pranti-donaduzzi. Para o conjunto de amostras ABS206/ABSes3 0S
valores encontrados foram 2,25%; 2,22%; 2,45% para os laboratérios Teuto, Geolab
e Pranti-donaduzzi respectivamente. Nota-se que os resultados obtidos dos
coeficientes de variacdo (CV%) foram aceitaveis, pois todos os valores encontrados
para ambos os conjuntos de amostras foram inferiores a 5% conforme o critério
estabelecido pela Resolugdo RE n° 899, de 29/05/2003%°.

5.4 Adicao padréao

Para o método de adicdo padrdo as amostras do laboratorio Geolab,
conforme a tabela 10, apresentaram um coeficiente de correlacéo (R?) de 0,91954
obtendo uma equacéo da reta y= 0,1294x + 0,5758. Indicando que estas amostras

se encontram dentro do limite necessario que caracterizam a lineariade do método.
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Tabela 10- Curva de calibracédo de Adicdo Padrdo para as amostras do laboratorio
Geolab.

Adicédo Padréo

Geolab
ABS (u.a.) v (mg/L)
0,443 0,00
0,462 0,00
0,464 0,00
0,699 1,20
0,709 1,20
0,709 1,20
0,819 2,40
0,828 2,40
0,828 2,40
1,394 4,80
1,413 4,80
1,414 4,80
1,219 4,80
1,222 4,80
1,228 4,80
1,24 4,80
1,245 4,80
1,253 4,80
1,32 6,00
1,32 6,00
1,33 6,00
1,659 7,20
1,664 7,20
1,661 7,20
1,778 10,80
1,785 10,80
1,801 10,80
ABS=ay+b

a 0,129840670859539

b 0,575817610062893

R? 0,919549897972273

Yinformado (MQ/Q) 20

Yestimado (MQ/g) 24,4908414123819

Fonte: Resultados da pesquisa
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Verificou-se a significaAncia estatistica da curva ajustada e a linearidade do
método por meio da Andlise de variancia (ANOVA) conforme tabela 11. No ajuste da
curva obteve-se um valor de fcaiculado de 22,77 sendo este maior que O fiabelado 2,71
indicando que o ajuste do modelo néo foi satisfatorio. A significancia da regressao foi
analisada por meio da comparagao dos valores do fcaiculado 285,75 0 qual foi muito
maior que O fiabelado 4,24 indicando que o método é linear a um nivel de confianca de
95%.

Tabela 11-Tabela de analise de variancia para o ajuste do modelo pelo
método dos minimos quadrados da curva analitica obtida para o laboratorio Geolab
por adicao padrao.

Fonte SQ G.L MQ MQ faj / MQ ¢p =22,7716422519255
Modelo 4,28882779147449 1 4,28882779147449  Fogss20=  2,71088983720969
Residual  0,375223393710692 25 0,015008935748428

Falta de Ajuste 0,349742062799907 5 0,069948412559981 MQ req / MQ = 285,75162578891
Erro Puro 0,061434666666667 20 0,003071733333333  F ogs;105 =  4,24169905027715
Total 4,66405118518519 26

Fonte: Resultados da pesquisa

A andlise da curva de calibracdo para as amostras do laboratério Teuto
apresentou um coeficiente de correlacdo (R?) de 0,96853 conforme a Tabela 12 e
uma equacdo da reta y= 0,13041x+0,68115. Com isto pode-se confirmar a
linearidade do método. Destacando-se o fato que o laboratério em questdo pelo
método de adi¢cao padrdo apresentou, dentre os trés, o melhor valor de R2.
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Tabela 12- Curva de calibracédo de Adicdo Padrdo para as amostras do laboratorio
Teuto.

Adicdo Padréo

Teuto
ABS (u.a.) y (mg/L)
0,58 0,00
0,584 0,00
0,578 0,00
0,841 1,20
0,846 1,20
0,846 1,20
1,014 2,40
1,011 2,40
1,028 2,40
1,323 4,80
1,321 4,80
1,326 4,80
1,317 4,80
1,319 4,80
1,336 4,80
1,332 4,80
1,339 4,80
1,354 4,80
1,432 6,00
1,451 6,00
1,455 6,00
1,759 7,20
1,76 7,20
1,76 7,20
1,958 10,80
1,974 10,80
1,979 10,80
ABS=ay+b

a 0,13041142557652

b 0,681154088050314

R? 0,968534762898072

Yinformado (MY/Q) 20

Yestimado (mg/g) 28,8442492171789

Fonte: Resultados da pesquisa
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A significaAncia estatistica da curva ajustada e a linearidade do método pode
ser avaliada por meio da Andlise de variancia conforme a tabela 13. No ajuste da
curva obteve-se um valor de fcaiculado maior que 0 fiabelado indicando que o ajuste do
modelo ndo foi satisfatorio. A significancia da regressao foi analisada por meio da
comparacao dos valores do fcalculado 763,38 0 qual foi muito maior que 0 fiabelado 4,24

demonstrando que o método € linear a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 13-Tabela de analise de variancia para o ajuste do modelo pelo
método dos minimos quadrados da curva analitica obtida para o laboratério Teuto
por adicdo padrao.

Fonte SQ G.L. MQ MQ 2 / MQ ¢p =295,809717685408
Modelo  4,29206266501699 1  4,29206266501699 Fooss20=  2,71088983720969
Residual  0,140560789308176 25 0,005622431572327

Falta de Ajuste 0,138685455974843 5  0,027737091194969 MQ reg/ MQ ; = 763,381930007297

Erro Puro 0,001875333333333 20 9,37666666666672E-05  F ges1:5 =  4,24169905027715
Total 4,46717718518519 26

Fonte: Resultados da pesquisa

As amostras do laboratério Pranti-donaduzzi obtiveram uma equacao da reta
igual y= 0,13446 x + 0,50773 a qual também demostrou uma boa linearidade, pois

se obteve um coeficiente de correlacao (R2) de 0,96762 como mostra a tabela 14.
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Tabela 14- Curva de calibracédo de Adicdo Padrdo para as amostras do laboratorio
Pranti-donaduzzi.

Adicdo Padréo

Pranti-donaduzzi

ABS (u.a.) v (mg/L)
0,42 0,00
0,43 0,00
0,435 0,00
0,661 1,20
0,661 1,20
0,66 1,20
0,823 2,40
0,836 2,40
0,836 2,40
1,159 4,80
1,16 4,80
1,171 4,80
1,158 4,80
1,163 4,80
1,167 4,80
1,145 4,80
1,155 4,80
1,152 4,80
1,371 6,00
1,373 6,00
1,387 6,00
1,615 7,20
1,619 7,20
1,631 7,20
1,826 10,80
1,816 10,80
1,821 10,80

ABS=ay+b
a 0,134460691823899
b 0,507738993710692
R? 0,967627311948733
Yinformado (MQ/Q) 20

Yestimado (MQ/Q) 20,7296590395603

Fonte: Resultados da pesquisa

Conforme a tabela 15 no ajuste da curva obteve-se um valor de fcaiculado Muito

maior que 0 fiabelado iNdicando que o ajuste do modelo néo foi satisfatorio. Por meio
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do teste da significancia da regresséo verificou-se que o valor de fcaiculado fOoi maior
que 0 frabelado demonstrando que o método é linear a um nivel de confianca de 95%

pela andlise de variancia.

Tabela 15-Tabela de analise de variancia para o ajuste do modelo pelo
meétodo dos minimos quadrados da curva analitica obtida para o laboratorio Pranti-
donaduzzi por adi¢cao padréo.

Fonte SQ G.L. MQ MQ 1/ MQ ¢ =578,016416164802
Modelo  4,59946099308176 1 4,59946999308176  Foessz= 2,71088983720969
Residual  0,153878673584906 25 0,006155146943396
Falta de Ajuste 0,15282111802935 5 0,03056422360587 MQ reg/ MQ [ = 747,255920188302
ErroPuro 0,001057555555556 20 5,28777777778E-05 Foesazs=  4,24169905027715
Total 4,75334866666667 26

Fonte: Resultados da pesquisa

Por meio da porcentagem de recuperacdo do analitico é possivel avaliar a
exatiddo do método. Sendo assim os valores obtidos foram de 122,45% para o
laboratério Geolab; 144,2% para o laboratorio Teuto e 103,6% para o laboratério
Pranti-donaduzzi. Os valores encontrados para os laboratérios Geolab e Pranti-
donaduzzi foram acima do esperado, pois ultrapassam 120%. J& as amostras do
laboratério Teuto estao dentro do previsto para este método.

Os intervalos de confianca obtidos para os laboratérios Geolab, Teuto e
Pranti-donaduzzi foram de 4,66+£0,0459; 4,66+0,0448 e 4,66+0,0355
respectivamente. Tais valores reafirmam os resultados da exatiddo do método.

As precisbes com base nos valores obtidos de coeficiente de variagdo foram
de 10,8% laboratorio Geolab, 10,6% laboratério Teuto e 8,4% laboratério Pranti-
donaduzzi. O método de adicdo padrdo obteve valores acima do aceitavel (<5%)

conforme o critério descrito pela Resolucdo RE n° 899, de 29/05/2003%°.

5.5 Roteiro

Como proposta de material didatico desenvolve-se um roteiro experimental
com base nas NBR. Sendo assim o modelo proposto de material didatico estd em

anexo.
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6. CONCLUSAO

A metodologia analitica proposta para o desenvolvimento do material didatico
da validacdo quimica para a analise de miconazol utilizando o método
espectrofotométrico na regido do UV-Vis sendo validado pela Resolugédo da ANVISA
RE n° 899, de 29/05/2003 e o documento do INMETRO DOQ-CGCRE-008, de
marc¢o/2003 mostrou-se linear para ambos os métodos de calibragcdo (Padréao
externo, padréo interno e adi¢cdo padrdo), exata e precisa.

O método de padrédo externo empregado apresentou uma baixa linearidade
tendo como resultado de coeficiente de correlacdo (R?) de 0,8666 em relagédo aos
meétodos de padréo interno que apresentou um R2 de 0,9676 para ABS206/ABS291 €
0,9779 para ABS206/ABSes3 € 0 método de adi¢cdo padrédo apresentando um R2 de
0,9195; 0,9685 e 09676 para os respectivos laboratérios Geolab, Teuto e Pranti-
donaduzzi. Contudo ao realizar a andlise de variancia da calibracdo o método do
padrdo externo mostrou que o ajuste do modelo é satisfatorio a um nivel de
confianca de 95%, assim como, por meio do teste da significancia da regressao
indicou que o método é linear a um nivel de confianca de 95%.

A exatiddo do método foi obtida com base nos valores de recuperacao. Para o
método de padrdo externo os valores foram de 97,83%; 107,41%; 70,75% estando
apenas dois laboratorios dentro do intervalo esperado de 80-120%. No método de
padrao interno os valores de recuperac¢ao para o conjunto de amostra ABS206/ABS291
foram 127,3%; 131,5%; 99% e 117%, 122%; 92,1% para o conjunto ABS206/ABSes3
notando-se que para ambos 0s conjuntos apenas o laboratério Pranti-donaduzzi
apresentou valores dentro do esperado. No método de adicdo padrdo os valores
foram acima do intervalo esperado sendo eles 122,4%; 133,2%; 120%.

Na avaliacdo da precisdo do método apenas a calibracdo por padrdo interno
obteve valores de coeficiente de variagdo dentro no estabelecido pela ANVISA
(<5%). Para o conjunto ABS206/ABS291 0S coeficientes de variagdo foram de 4,04%;
4,1% e 3,7% e para o conjunto ABS206/ABSes3 foram de 2,25%; 2,72% e 2,45%.

A partir do desenvolvimento da validagdo analitica e dos resultados do
trabalho pode-se desenvolver um material didatico, no caso um roteiro experimental,
para 0 ensino técnico em quimica que abrangesse de maneira simplificada a

validagdo analitica utilizando o método espectrofotométrico na regido do UV-Vis.
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Determinacao espectrofotométrica de Nitrato de Miconazol no UV-Vis

Categoria baseada em principios cognitivos:

(X) laboratério formal ou de () laboratério
verificacao aberto-fechado
( ) baseado num problema (X) investigatorio

Classificagdo para desenvolvimento da prética:

(X) individual

( ) grupo - cooperativo ( %) grupo - colaborativo

Tipo de experimento:

() conceitual () metodoldgico
() fundamental ( X) quantitativo

Desenvolvimento do pré-experimento:

(X) sim ( ) néo

Apresentacao dos resultados:

() nenhuma (X) oral (X) escrita
Codigo do Documento Data de Criagédo Revisao Pagina
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Assunto
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1 - Preféacio

A medida quantitativa de uma propriedade de interesse em um sistema quimico &
uma das praticas mais frequentes em quimica analitica. Na grande maioria dos casos,
essa propriedade trata da concentracdo de uma espécie presente no meio’. Quando se
utilizam técnicas instrumentais de analise, a concentracdo é uma propriedade
determinada indiretamente por meio da relagdo com outra grandeza, como a absor¢éo ou
emissdo de luz, esta pratica é conhecida como calibracdo?. A calibracdo inclui a selecdo
do modelo, a estimativa dos parametros do modelo e dos erros associados a essas
estimativas, e a validacdo do modelo®.

Por meio da Lei de Lambert-Beer pode-se estabelecer uma relagdo linear entre a
concentracdo do analito em solucfes padréo (Solu¢cdes com concentracfes conhecidas
do analito) com a energia absorvida pelas mesmas (absorbancia)*. Essa relacdo permite
a construcao da curva analitica possibilitando a determinagcéo da concentracdo do analito

em uma amostra através de informacgdes de absorbancia.

2 — Objetivo

e Preparo de solucdes;

e Realizar a calibracao utilizando o método do padréao externo;

e Realizar a calibracéo utilizando o método do padréo interno;

e Realizar a calibracao utilizando o método de adicao padrao;

e Determinar a concentragdo de nitrato de miconazol em pomadas de diferentes
marcas comerciais;

e Validacéo.

Codigo do Documento Data de Criagédo Revisao Pagina
Validacdo- Analise de Miconazol 29 de junho de 2017 oo_deggrlr;bro de 59 de 69

Assunto

Determinacéo espectrofotométrica de Nitrato de Miconazol no UV-Vis




60

3 — Defini¢cdes

3.01. Baldo volumétrico: Vidraria para o preparo de solugcbes com alta precisdo e
exatiddo. Sua marcacao de volume é Unica e fica na parte superior do gargalo.

3.02. Espectrofotometro: Instrumento de analise, amplamente utilizado em laboratérios
de pesquisa, capaz de medir e comparar a quantidade de luz absorvida, transmitida ou
refletida por uma determinada amostra.

3.03. FISPQ (Ficha de Informagdes de Seguranca de Produtos Quimicos): De acordo
com a ABNT: A ficha de informacfes de seguranca de produtos quimicos (FISPQ) fornece
informacBes sobre varios aspectos de produtos quimicos (substancias ou misturas)
guanto a protecdo, a seguranga, a saude e ao meio ambiente. A FISPQ fornece, para
esses aspectos, conhecimentos basicos sobre os produtos quimicos, recomendacdes
sobre medidas de protecao e acdes em situacdo de emergéncia.

3.04. Nitrato de miconazol: E um farmaco utilizado pela medicina como antimicotico. Em
doses elevadas pode ser fungicida, mas geralmente € fungistatico. Possui formula
molecular C1gH14Cl4N,O-HNO3

3.05. Pipeta volumeétrica: Instrumento de medicédo e transferéncia rigorosa de volumes
liquidos.

3.6. Reagente P.A.: Expressa o grau de pureza do reagente. Existindo a obrigatoriedade

em expressar os teores maximos de impurezas. (P.A. = Para Analise)

4 — Método para Execuc¢édo do Ensaio

O experimento apresenta trés variacdes possiveis para a determinacéao da

concentracdo de nitrato de miconazol em pomadas de diferentes marcas comerciais. Na
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variacdo A é empregado o método de calibracdo por padrdo externo no qual, um padréao

externo é preparado separadamente da amostra e em contraste, um padréo interno é

adicionado a propria amostra. Na variacdo B é empregado o método de calibragdo por

padréo interno no qual uma quantidade de espécie que atua como referéncia € colocada

em todas as amostras. Na variacdo C é utilizado o método de calibracdo por adicéo

padrdo onde, séo feitas as adi¢cbes de quantidades conhecidas da solucdo padrdo do

analito a varias por¢cdes da amostra e assim € obtida uma curva de calibragdo com

multiplas adi¢ées.

4.1 — Aparatos

e Metanol PA;

e Principio ativo do Nitrato de miconazol;

e Pomadas contendo nitrato de miconazol de diferentes marcas comerciais;

e Balbes volumétricos de 25 mL;
e Baldes volumétricos de 100 mL;
e Baldes volumétricos de 250 mL;
e Bastéo de vidro;

e Béquer de 25 mL;

e Espatulas;
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e Pipetador;

e Pipetas Pasteur

e Pipetas volumétricasde 1 mL, 2 mL, 4 mL, 5mL, 6 mL, 9 mL e 10 mL;
e Vidro de relégio;

e Balanca volumétrica;

e Espectrofotbmetro de UV-VIS Shimadzu UV-2450.

4.2 — Procedimento

e Variacao A

a) Construcéo da curva de calibracao

Para a calibracdo com padrdo externo deve-se preparar uma solucdo estoque
padrao para a calibracdo de 40 mg/L . Pesar 0,0040 g de nitrato de miconazol diluir com
metanol PA e colocar em um baldo de 100 mL completando o volume até o menisco com
metanol PA. Retirar aliqguotas de 2 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL, 9 mL e 10 mL (Retirar trés
aliquotas de 5 mL) e colocar cada aliqguota em baldes volumétricos diferentes de 25 mL
completando o volume até o menisco com metanol PA. Obtenha as absorbancias de cada
solucdo padréo no espectrofotometro UV/Vis no comprimento de onda de 200 nm e 800

nm.
b) Determinagdo de nitrato de miconazol em pomadas de diferentes marcas
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comerciais
Para a analise das amostras de pomadas deve-se preparar solu¢cées de 10 mg/L.
Diluir 0,0500 g de pomada em metanol e colocar em baldes de 100 mL completando até o
menisco com metanol PA. As amostras devem ser feitas em duplicata para cada uma das
marcas comerciais. Obtenha as absorbancias de cada amostra no espectrofotdmetro

UV/Vis no comprimento de onda de 200 nm e 800 nm.

e Variacdo B

a) Construcédo da curva de calibragcao

Na calibracdo empregando o método de padrdo interno preparar uma solucdo
estoque padrdo para a calibracdo de 40 mg/L . Pesar 0,0040 g de nitrato de miconazol
diluir com metanol PA e colocar em um baldo de 100 mL completando o volume até o
menisco com metanol PA. Preparar uma solucéo estoque de azul de metileno 264 mg/L a
ser utilizada como padréo interno Retirar aliquotas de 2 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL, 9 mL e 10
mL (Retirar trés aliguotas de 5 mL) e colocar cada aliquota em balbes volumétricos
diferentes de 25 mL. Adicionar 1 mL do padrdo (azul de metileno) em cada baldo e
completar o volume até menisco com metanol PA. Obtenha as absorbancias de cada
solucdo padréo no espectrofotometro UV/Vis no comprimento de onda de 200 nm e 800

nm.

b) Determinagdo de nitrato de miconazol em pomadas de diferentes marcas
comerciais

Para a analise das amostras de pomadas deve-se preparar solucdes de 10 mg/L.
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Diluir 0,0500 g de pomada em metanol PA e colocar em bal6es de 100 mL. Adicionar 4
mL do padrdo (azul de metileno) em cada baldo completando-o ate 0 menisco com
metanol PA. As amostras devem ser feitas em duplicata para cada uma das marcas
comerciais. Obtenha as absorbancias de cada amostra no espectrofotometro UV/Vis no

comprimento de onda de 200 nm e 800 nm.

e Variacdo C

a) Construcéo da curva de calibragcdo e determinacao de nitrato de miconazol

em pomadas de diferentes marcas comerciais

Para uma calibracdo utilizando o método de adicdo padrdo preparar uma solucéo
estoque de padréo de nitrato de miconazol para a calibragdo com concentracdo de 30
mg/L. Pesar 0,00750 g de nitrato de miconazol diluir em metanol PA e colocar em um
baldo de 250 mL completando o volume até menisco com metanol PA. Preparar solucao
estoque cada marca comercial. Pesar 0,0500g de pomada e diluir em metanol PA, colocar
em um baldo volumétrico de 100 mL completando o volume do baldo com metanol PA.
Retirar da solucdo padrdo de miconazol aliguotas de O mL, 1 mL, 2 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL
e 9 mL (Retirar trés aliquotas de 4 mL) e colocar cada aliquota em balBes volumétricos
diferentes de 25 mL. Adicionar 9 mL da solugéo estoque de pomada em cada um dos
baldes completando o volume até menisco com metanol PA. Repetir o procedimento para
cada marca comercial diferente. Obtenha as absorbancias de cada amostra no

espectrofotometro UV/Vis no comprimento de onda de 200 nm e 800 nm.
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4.3 - Calibracéao

Verificar com o responsavel técnico a validade das calibracoes.

5 — Resultados

Os discentes deverdo apresentar os resultados finais na forma de relatério escrito e

apresentacao oral. A apresentacdo devera conter esquemas do experimento, podendo

acrescentar fotos para uma melhor ilustracdo. Sugere-se o uso do ACD Labs ® para essa

finalidade.

Os célculos pertinentes devem ser demonstrados e que todos os objetivos para

esse experimento devem ser explicitados ou no caso de sua impossibilidade deve ser

evidenciado as razGes que levaram para esse problema. Todos os pontos abordados no

pré-experimento devem ser suscitados na

apresentacao.

6 — Precisao

Os valores encontrados devem estar em consonancia com os encontrados pela

equipe técnica do laboratorio em uma significancia de 85%.

7 — Responsabilidades
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O aluno, em caréater obrigatério, deve pesquisar quais EPI e riscos estédo
envolvidos no decorrer dessa atividade pratica. Durante a execucao deve usar, em carater
obrigatdrio, os EPI necessarios. Qualquer duvida o discente deve procurar o docente da

disciplina ou o técnico de laboratério responsavel no momento da atividade.
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Pré-experimento

1. Com base em informagbes FISPQ (Ficha de Informac¢des de Seguranca de Produtos
Quimicos) discorra sobre os perigos envolvidos nesse experimento, incluindo as medidas
de seguranca que devem ser levadas em conta para uma manipulacdo adequada e
segura dos materiais envolvidos. Nao esqueca de disponibilizar as referencias utilizadas
para essa pesquisa.

2. Descreva os procedimentos corretos para descarte ou tratamento dos residuos ou

reutilizacdo dos materiais produzidos nessa aula.

3. (Skoog- adaptada) A concentracdo do ion sulfato em &guas naturais pode ser
determinada pela medida da turbidez que resulta quando um excesso de BaCl, é
adicionado a uma quantidade medida da amostra. Um turbidimetro, instrumento usado
para essa analise, foi calibrado com uma série de padrbes de solu¢des padrao de

Na,S0,. Os seguintes dados foram obtidos na calibragao:

[SO, %] (mg.L ™, Leitura do Turbidimetro,
Cx R
0,00 0,06
5,00 1,48
10,00 2,28
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Considere que existe uma relagéo linear entre as leituras no instrumento e as

concentracoes.

a) Obtenha a concentracdo de sulfato em uma amostra que gerou uma leitura de 2,84

no turbidimetro. Encontre o desvio padrao absoluto e o coeficiente de variacao.

4. (Skoog- adaptada) O potassio pode ser determinado por espectrometria de emissdo em

chama (fotometria de chama) usando um padrdo interno de litio. Os seguintes dados

foram obtidos para solugbes padrao de KCl e uma solugdo desconhecida contendo uma

guantidade constante de LiClI como padrédo interno. Todas as intensidades foram

corrigidas pela subtracéo da intensidade de emisséo do branco.

Concentracao de K,

Intensidade de Emissao

Intensidade de Emissao

ppm de K de Li
1,0 10,0 10,0
2,0 15,3 75
5,0 34,7 6,8
7,5 65,2 8,5
10,0 95,8 10,0
20,0 110,2 5,8
Desconhecida 47,3 9,1
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a) Calcule a concentracdo de K na amostra desconhecida para a calibracdo com

padrao externo. Para essa situacdo, determine as incertezas absolutas e relativas,

bem como os parametros da curva de calibracéo.

b) Calcule a concentracdo de K na amostra desconhecida para a calibracdo com

padrdo interno. Para essa situacdo determine as incertezas absolutas e relativas,

bem como os parametros da curva de calibracéo.
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