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Resumo

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacéo de cetoprofeno em medicamentos, utilizando a titulagdo condutométrica,
bem como a sua validagdo. O método desenvolvido nesse trabalho envolveu o preparo da
amostra, que consiste na trituracdo do medicamento, pesagem de 0,2000 g do p6 obtido e
sua dissolucdo em agua, seguida da titulacdo com uma solucéo padronizada de hidréxido
de sodio. O titulante utilizado foi 0 NaOH, na concentragio de 0,0170 mol L, e a 4gua
foi escolhida como solvente, em conformidadecom os principios da quimica verde,
eliminando o uso de éalcool etilico, que é recomendado no método da Farmacopeia
Brasileira. Aplicando o método para comprimidos de 100 mg de Cetoprofeno, foi obtido
valor médio de 100,215 mg, com errorelativo de 0,21% e desvio padréo de 0,4437 mg. As
analises em triplicata ndo mostraramevidéncias de diferenca significativa com 95% de
confianga em comparacdo ao método de referéncia da Farmacopeia Brasileira. A
validacdo do método demonstrou que ele apresenta linearidade na faixa de 15 mg a 130
mg de Cetoprofeno e mostrando-se robustoquando houve troca de condutivimetro e
bureta. A precisao foi confirmada por meio da repetibilidade, ao realizar as medidas em
dias diferentes e em laboratério diferente do usual. Além disso, 0 método foi adequado
para um sistema miniaturizado, atingindo um ponto de equivaléncia de 1 mL, o que
permitiu o uso de menor massa de medicamento emenor quantidade de titulante, obtendo-
se massa media de 97,298 mg de Cetoprofeno, com desvio padréo 1,049 mg e erro relativo
de 2,70%.

Palavras-chave: Titulacdo condutométrica, Cetoprofeno, andlise de

medicamentos, quimica verde, validagéo.
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Abstract

The present work describes the development of analytical methods for the
determination of ketoprofen in medications using conductometric titration, as well as its
validation. The method developed in this work involved sample preparation, which
consists of crushing the medication, weighing 0.2000 g of the obtained powder, and
dissolving it in water, followed by titration with a standardized solution of sodium
hydroxide (NaOH). The titrant used was NaOH, with a concentration of 0.0170 mol L-1,
and water was chosen as the solvent in accordance with the principles of green chemistry,
eliminating the use of ethanol, which is recommended in the Brazilian Pharmacopoeia
method. Applying the method to 100 mg ketoprofen tablets, an average value of 100.215
mg was obtained, with a relative error of 0.21% and a standard deviation of 0.4437 mg.
Triplicate analyses showed no evidence of significant differences with 95% confidence
compared to the reference method of the Brazilian Pharmacopoeia. Method validation
demonstrated its linearity in the range of 15 mg to 130 mg of ketoprofen, and it proved to
be robust when there was a change of conductivity meter and burette. Precision was
confirmed through repeatability by conducting measurements on different days and in a
different laboratory than usual. Furthermore, the method was suitable for a miniaturized
system, reaching an equivalence point at 1 mL, which allowed the use of a smaller amount
of medication and titrant. The average mass of ketoprofen obtained was 97.298 mg, with

a standard deviation of 1.049 mg and a relative error of 2.70%.

Keywords: Conductometric titration, Ketoprofen, drug analysis, green chemistry,

validation.
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1. INTRODUCAO

A industria farmacéutica possui crescimento acelerado no cenério atual, tornando-
se setor que demanda o controle de qualidade dos seus produtos em conformidade com a
legislacao vigente, desde a obtencdo da matéria prima até a producéo final. Nesse sentido,
é fundamental que a industria garanta a estabilidade de seus medicamentos, ou seja, que
eles mantenham suas caracteristicas quimicas, fisicas, biologicas e biofarmacéuticas
especificadas ao longo de todo o periodo de validade.! Uma avaliagdo inadequada desses
aspectos pode ter um impacto negativo na saude dos consumidores, uma vez que a perda
de estabilidade do medicamento estéa associada & perda de seu efeito terapéutico.?

Além da farmacopeia Brasileira®, na literatura, sdo descritos diversos métodos
analiticos para a analise de medicamentos, incluindo técnicas como a espectroscopia de
absorcdo molecular®, métodos Opticos®, voltametria®, quimioluminescéncia’ e,
principalmente, técnicas cromatograficas, como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)®. Essas técnicas, no geral, apresentam bons resultados, devido a sua
alta sensibilidade e seu desenvolvimento continuo, permitindo sua evolugdo com o tempo.
Porém elas também apresentam algumasdesvantagens, como longo tempo de andlise, alto
custo, necessidade de pré-tratamento da amostra (usualmente processo complexo), e
exigéncia de pessoal altamente especializado.

Por outro lado, os métodos classicos de andlise, como os titriméticos
(volumétricos), sdo particularmente interessantes quando se utiliza deteccdo
condutométrica, que é um método eletroquimico baseados na medi¢do da condutancia ou
condutividade elétrica dos ions em uma solucdo. Esse método é considerado primario
para a determinacdo analitica, possuindo fundamentos bem estabelecidos e reconhecidos.

O cetoprofeno pertence a familia dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)
e exibe propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e antipiréticas.® Quimicamente, trata-
se de um derivado do acido aril carboxilico e pertence ao grupo dos acidos propidnicos.

Pesquisas recentes indicam que o uso do Cetoprofeno esta sendo investigado para
além de suas aplicagcBes conhecidas. Estudos revelam seu potencial como agente
antialérgico, no tratamento de doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica, linfedema
humano, convulsdes, bem como seus efeitos antidepressivos e ansioliticos'®. Essas
descobertas sugerem que no futuro o cetoprofeno pode ter um espectro mais amplo de
indicagOes do que as atualmente conhecidas.

Existem diversos métodos analiticos disponiveis para a determinacdo de
Cetoprofeno em medicamentos. Na literatura, sdo apresentados varios desses métodos

incluindo a potenciometria com eletrodos ion-seletivos'!, cromatografia®®> '3,
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espectrofotometria no ultravioleta (UV)¥* 15 colorimetrial®, eletroquimical’,
polarografia®®, quimiluminescéncia®® e eletroforese capilar®, entre outros. Apenas um
trabalho foi encontrado na literatura relatando a utilizagio da condutometria?, porém este
¢ antigo e ndo apresenta procedimento com boas condicdes de execucao.

Dessas técnicas, as mais comumente utilizadas sdo as baseadas em HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e a espectroscopia UV, que geralmente
possuem maior sensibilidade e menor limite de deteccdo em compara¢do com os métodos
citados anteriormente (0,669 pg mL™ e 0,78 ug mL?, respectivamente).??

A Farmacopéia Brasileira (FB)® especifica o uso de titulagdo com indicador
vermelho de fenol para a determinacdo do ponto final do Cetoprofeno, mencionado que
a potenciometria também pode ser uma alternativa. A Farmacopeia Europeia®® recomenda
a titulagcio potenciométrica, enquanto a Farmacopeia dos Estados Unidos?* recomenda a
titulacdo com indicador.

Diversas abordagens podem ser encontradas na literatura®® uma delas procura
adaptar as titulacdes, reduzindo a escala geral do sistema, 0 que permite minimizar a
quantidade de reagentes e o tamanho da amostra analisada, com o beneficio adicional de
gerar menos residuos. A utilizacdo da micropipeta para a adicdo do titulante permite a
introdugdo de volumes pequenos e precisos, obtendo resultados mais répidos,
aumentando a frequéncia analitica e oferecendo um método reprodutivel em qualquer
laboratdrio, sem a necessidade de gastos desnecessarios.

O presente trabalho concentrou-se no desenvolvimento de um método de titulagéo
condutométrica como uma alternativa para a determinacdo de Cetoprofeno em
formulagdes farmacéuticas utilizando uma reagdo com acido fraco (medicamento) com
uma base forte (titulante padronizado). Espera-se que tal método se apresente eficiente,
preciso, com baixo consumo de reagentes, em conformidade com os principios daQuimica

Verde e utilizando instrumentagdo simples e de facil acesso.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Titrimetria (Classica e Instrumental)

A Quimica Analitica é uma &rea da quimica que pesquisa o desenvolvimento de
técnicas, métodos, instrumentos e estratégias e 0s aplica para a identificacdo e
determinacdo da composicéo e estrutura da matéria.?® Dentre as varias técnicas que a
compreendem, elas séo divididas em classicas e instrumentais, que podem envolver maior
ou menor niveis de complexidade de operacdo para a detec¢éo.

A titrimetria se refere a um dos métodos analiticos classicos utilizados para a
determinacdo da concentracdo de uma determinada espécie contida em uma amostra e é
baseado na medicdo da quantidade de reagente (titulante) necessario para reagir
estequiometricamente com uma certa quantidade de analito. Nesse método, € de suma
importancia ter um meio de identificar o ponto estequiométrico, podendo ser por
indicadores (detecgdo visuais), ou por meios instrumentais.?” A titrimetria é um termo
geral gue engloba a titulacdo volumétrica e a titulagdo gravimétrica, que é uma técnica
diferente usada para determinar a quantidade de analito com base na medicdo da massa
do produto de reacéo.

A gravimetria consiste na separagédo e determinacdo da massa do analito, ou de
algum composto quimicamente a ele relacionado, e a volumetria refere-se a medicao de
volume de reagente necessario para reagir totalmente com o analito. Ja 0os métodos
instrumentais sdo baseados em medidas de propriedades fisicas do analito (dpticas,
elétricas, térmicas, entre outras) e utilizam instrumentos de maior complexidade
comparados com os utilizados pela gravimetria e pela volumetria.?®

Os meétodos volumétricos (titrimétricos) sdo classificados em gquatro grupos com
base no tipo de reacdo envolvida. Sdo a titulacdo &cido-base, onde o titulante acido ou
béasico reage com o analito que é uma base ou um acido; titulacdo complexométrica, onde
h& formacdo de um composto de coordenacdo entre um metal e um ligante; titulagdo
redox, onde o titulante é um agente oxidante ou redutor envolvendo uma reacdo de oxi-
reducdo; e titulacdo por precipitacdo nos quais os reagentes formam um precipitado.
Apesar de suas particularidades e processos diferentes, todas contribuem em comum para
a determinacéo da concentracdo de uma espécie contida em uma amostra.?®

Na titrimetria (classica ou instrumental), € necessario conhecimento acerca dos
processos quimicos envolvidos para poder determinar corretamente o ponto final, seja
visual ou instrumentalmente. No primeiro caso deve-se conhecer bem os indicadores
utilizados, saber sua composicao e de que forma ele se comportard no meio reagente; no

segundo caso, deve-se dominar as técnicas requeridas para cada equipamento, além de
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realizar calibracGes e preparos de amostras sempre que necessario. Em ambos 0s casos as
técnicas volumétricas envolvem habilidades operacionais que exigem treinamento e
cuidados, tais como o preparo e padronizacdo de solugdes, leituras corretas de volume,
realizacdo de diluicdo e transferéncia quantitativa de amostras.*

Os métodos classicos possuem suas limit¢oes, mas quando séo utilizados de forma
correta, podem apresentar elevada preciséo e exatidao e atingir resultados semelhantes
aos métodos instrumentais, sem a necessidade de equipamentos caros e sofisticados.3!
Porém, o avango da tecnologia, especialmente eletronica e informatica deu aos métodos
instrumentais maiores destaquesnos laboratorios de pesquisa e controle de qualidade,
deixando as técnicas classicas em um ritmo menos intenso.?®

Tanto os métodos classicos quanto os instrumentais tém seu lugar na analise
guimica e sdo escolhidos com base nas necessidades especificas da andlise, na precisao
desejada, na sensibilidade, na disponibilidade de recursos e em outros fatores. Os métodos
instrumentais sdo geralmente preferidos nos laboratdrios quando alta preciséo, automacéo
e sensibilidade sdo necessérias, enquanto os métodos cléssicos ainda sdo relevantes em
situacOes onde a simplicidade e o custo séo consideracgdes importantes.

A volumetria é considerada uma técnica basica de analises e por isso ainda assim
¢ usada em varios setores. Atualmente, vinicolas comerciais deixam de adquirir
equipamentos caros e que necessitam de pessoal especializado para utilizar a titulagéo
como uma técnica comum para regular o teor de dioxido de enxofre e controlar o
crescimento microbiano em vinhos.*

O monitoramento da acidez de biodiesel também é feito empregando a titulacao,
sendo calculado o quanto de base € necessario aplicar em uma amostra vegetal. Esse
controle é importante, pois a alteracdo do valor de acidez durante o periodo de estocagem
do produto indica a presenca de agua, o que promove a hidrélise do biodiesel e resulta em
acidos graxos livres.®

A titrimetria é reconhecida como um método de referéncia para controle de
qualidade nas farmacopeias, 0 que justifica sua extensa aplicacdo até os dias atuais.
Diversas aplicacbes dessa técnica para a determinagdo de diferentes insumos

farmacéuticos ativos (IFAs) sdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - AplicacGes selecionadas de diversas titrimetrias para determinar insumos farmacéuticose
formulagdes.®*

Titulacdo IFA / formulacéo Referéncia
Titulacdo &cido-base aquosa Ibuprofeno, naproxeno 35
Titulacdo de 6xido-reducéo Captopril, para ce_tamol, acido 36,37

ascorbico

Titulagdo complexométrica Oxido de Zinco 38

- T'EUIaQaO de . Ranitidina 39
precipitagdo/argentometrica

Titulacdo &cido-base ndo aquosa Sildenafila 40

Titulacdo Karl Fischer Determlrlagao de agua em 41

formulacdes farmacéuticas
Analise Gravimétrica Determinagéo de bismuto em 42

subsalicilato de bismuto

Autor: TALEUZZAMAN, M (2017), adaptado.

Em 1997, a AOAC (“dssociation of Official Analytical Chemists”), uma
organizacdo internacional especializada em validar e aprovar métodos quimicos para a
analise de alimentos, medicamentos e produtos agricolas, realizou um levantamento
abrangente de dados, na 162 Edicdo dos Métodos Oficiais de Analises da AOAC, para
indicar qual a aplicabilidade da volumetria nessa época. Essa edi¢do possui um conjunto
de 2036 métodos, dos quais 336 utilizavam a titulacdo volumétrica para a quantificacao

do analito, o que representa 17% do total.?®

2.2. Condutometria (direta e titulacdo condutometrica)

Os métodos eletroanaliticos se baseiam nas medidas das propriedades elétricas da
solugdo do analito®®, dentre esses métodos estdo: a eletrogravimetria, coulometria,
condutometria, potenciometria, polarografia, amperometria e voltametria.**

A condutometria € uma técnica analitica que se fundamenta na medida da
condutividade de uma solucdo idnica, que varia de acordo com a presenca e a mobilidade
dos anions e céations presentes no meio. Diferentemente da titulacdo potenciométrica, a
condutometria ndo requer andlises na regido do ponto estequiométrico. Essa técnica €
classificada como ndo-interfacial, pois as reagdes ocorrem dentro da solugédo, ndo na
superficie do eletrodo. Essa caracteristica confere a condutometria uma vantagem em
relacdo a titulagio potenciométrica.*

Determina-se a conduténcia de uma solucéo pela medida da resisténcia entre dois
eletrodos em uma célula com geometria bem definida. Ao aplicar um potencial em uma

solucdo, os ions sdo acelerados em direcdo ao eletrodo de carga oposta com velocidade
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de migracéo que obedece a Lei de Ohm, com corrente i diretamente proporcional a forca
eletromotriz E e inversamente proporcional a resisténcia R do meio:
i=E/R (Ampere, A)

Existe uma relacdo entre a resisténcia da célula e suas dimensBes. Para um
condutor uniforme sua resisténcia R é diretamente proporcional do seu comprimento |
(cm) e a resisténcia especifica do material p (€ cm) e inversamente proporcional a area
da secéo transversal A (cm?).

R=p (I/A) (ohm, Q)

Sendo assim, a condutancia de um material é dada pelo inverso da resisténcia em

unidades de siemens (S). A equacdo abaixo ilustra essa relacao:
L =1/R=A/(pl) (siemens, S)

Dessa relacdo surge a grandeza k (inverso da resisténcia especifica p) que é a
condutancia especifica, ou condutividade, sendo expressa em Siemens por centimetro (S
cm™). Ela é definida em funcdo da resistividade e pode ser obtida ao calibrar a célula
condutométrica.*®

k=1/p (Scm™)
L=k (A/l) (siemens,S)

Quanto maior a condutividade elétrica de uma solu¢do maior € a capacidade dessa
em conduzir corrente elétrica. Sendo assim, esta relacionada diretamente com a
concentracdo da solucdo de um eletrolito. Para eletrolitos fortes ha um grande aumento da
condutividade com o aumento da concentracdo e para eletrolitos fracos k aumenta
gradualmente com 0 aumento da concentracao.

A condutometria pode ser dividida em dois tipos: condutometria direta e titulacdo
condutométrica. A condutometria direta estabelece uma relacdo entre a condutividade
com a concentracdo do eletrélito. No entanto, sua aplicacdo na analise quantitativa é
limitada devido a falta de especificidade na medicdo da condutancia. Essa técnica é mais
adequada para analisar misturas bindrias compostas por agua e um eletrélito, bem como
para determinar a concentracdo total de misturas de eletrélitos com concentracGes
aproximadamente uniformes. A titulacdo condutométrica registra as variacfes na
condutancia decorrente das mudangas na concentracdo das espécies idnicas no curso da
titulacdo. A partir desses registros pode-se gerar uma curva, onde a descontinuidade nela
contida assinala o ponto final da reacao.

As curvas caracteristicas da titulagdo condutometrica possuem formatos devido a

diferenca da condutancia ibnica das espécies. O primeiro ramo da curva indica 0 consumo
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da solucdo a medida que as espécies idnicas do titulante sdo adicionadas. A variacédo da
condutancia é maior quando ha uma diferenca significativa nas condutividades
individuais das espécies. A segunda parte da curva representa o excesso do titulante,
guando todo titulado ja foi consumido, o que resulta em um aumento da condutancia“.

Durante a titulacdo condutométrica, podem ocorrer trés situac6es distintas, como ilustrado

na Figura 1.
Figura 1 - Tipos de curvas de titulages condutométricas.*’

a) b) c)
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Volume da solugao Volume da solugao Volume da solugao
Titulante / mL Titulante / mL Titulante / mL

Em a) a condutancia decresce até o P.F. quando os ions da amostra apresentar
maior mobilidade que os ions do titulante. Em b) a mobilidade dos ions do titulante e do
titulado sdo praticamente iguais, deixando a condutancia constate. E em c) ha o aumento
da condutancia quando os ions da mostra possuem menor mobilidade que os ions do
titulante.*

A instrumentagdo simples e de baixo custo permite que a condutometria seja
empregada nas analises de rotina de diversos laboratdrios, inclusive os que realizam a
determinacdo de farmacos, uma vez que a titrimetria é considerada um método oficial pela
Farmacopéia Brasileira para a quantificacio de diversos IFAs.*® Alguns exemplos do
emprego de titulagbes condutométricas realizadas nos ultimos anos podem ser
encontrados na literatura, que empregaram a titulacdo condutométrica para a
determinacdo de metilsulfato de tieménio, cloridrato de alizaprida, maleato de trimebutina
usando rosa de bengala e acido fosfotungstico.*® Em outro estudo foi desenvolvido um
método condutométrico para a determinacao de dropropizina e cloridrato de tizanidina em
seu estado puro e em formulagbes farmacéuticas, obtendo sucesso em seus resultados

quantitativos.®
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2.3. Cetoprofeno
O cetoprofeno (&cido 3-benzoil-a-metilbenzenoacético), mostrado na figura 2, foi

sintetizado em 1967 e introduzido ao mercado em 1973 na Franga e no Reino Unido.>!

Figura 2 - Estrutura quimica do cetoprofeno.

O
O
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E um &cido fraco, que apresenta um atomo de carbono quiral na cadeia lateral do
acido propibnico®, sua estrutura resulta de dois enantidmeros, R e S. Estudos
demonstram que o S-cetoprofeno produz efeitos analgésicos eficazes e € o maior
responsavel pelo efeito anti-inflamatério. Atualmente, o cetoprofeno é comercializado
como uma mistura racémica de R e S enantidmeros.>

Seu mecanismo de acdo se da por meio do bloqueio da enzima ciclooxigenase
(COX) de forma néo seletiva. O medicamento inibe a COX 1, responsavel pela sintese de
prostaglandinas com funcgdes fisiologicas, e a COX 2 responsavel pela sintese de
prostaglandinas pré-inflamatérias no local da inflamagéo.>*

O cetoprofeno é um dos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) que
apresentam maior eficcia, pois além de inibir a prostaglandina, também ativa o
mecanismo serotoninérgico, liberando serotonina.>® Sendo assim, hoje ja é comprovado
superioridade em relacdo a outros AINES para o tratamento também de doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e Parkinson.*

O cetoprofeno vem sendo usado no tratamento de osteoartrite, artrite reumatoide,
colicas menstruais, espondilite anquilosante e para mais uma série de doencas
inflamatdrias agudas e cronicas. Para um medicamento como esse, de tdo amplo uso e de
facil acesso no mercado, devem ser desenvolvidos métodos simples de baixo custo e livre
de interferéncias para a sua determinacéo, para que assim se mantenha sua qualidade.
Com isso pode-se gerar também metodologias capazes de colaborar com os 6rgaos de
fiscalizacdo responsaveis pela inspecao desse medicamento.

Através de uma revisao da literatura foi verificado que existem diferentes técnicas
para determinacdo de cetoprofeno em comprimidos, capsula, ampola injetavel, gel e
plasma humano, sendo que HPLC é o predominante. Na tabela 2 sdo apresentados 0s

métodos analiticos utilizados.
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Tabela 2 — Métodos analiticos selecionados para determinacéo de cetoprofeno.

Método Forma da amostra Referéncia
Espectrofotometria Comprimidos, capsula e gel 57
Gel, sangue, urina, plasma

S humano, capsula e

RP-CLAE Plasma humano 59

CLAE e injecdo em fluxo Gel, injetavel 60

Espectrofotometria UV-Vis Comprimido, capsula 61

. Comprimido, capsula, injetavel,

Espectrofotometria cinética SUSpenso, Supositorio 62

Injecdo em fluxo Capsula, urina 63

Cromatografia eletrocinética Gel 64

Cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria ~ Microdialise dérmica humana 65
de massas (CLAE-EM)
Cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC/MS) FLERIME Ui &
Cromatografia em fase gasosa com

detector por ionizacdo de chama Soro humano 67

(GC-FID)

Cromatografia liquida com fonte de

ionizacdo a pressao atmosférica Comprimido, capsula 68

(LC-APCI/MS)

Fonte: adaptado do autor JAMUR, J, et al.

No método condutométrico, todos os ions presentes contribuirdo para a

condutividade elétrica da solucdo. Antes do ponto de equivaléncia, acontece a

substituicdo gradual do préton H* do farmaco pelo cation do titulante enquanto a

quantidade de cetoprofeno desprotonado permanece inalterada. Ap6s o ponto de

equivaléncia o excesso do titulante provoca o aumento da condutancia.*®

Figura 3- Reac¢do de neutraliza¢do do cetoprofeno e hidréxido de sodio.
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Nesta titulacdo ocorre uma reacdo de neutralizacdo, acido (Cetoprofeno) e base
(NaOH) reagem e formam &gua e sal. Nas curvas de titulacdo espera-se que
primeiramente predomine o efeito do decréscimo da concentracdo de H*, tendo uma
queda na condutividade até um valor minimo. Com a neutralizacdo de H* o sinal resulta
estabilizado e a formacéo do sal leva a uma elevacéo linear da condutancia, sendo que o

posterior excesso de NaOH gera um intenso incremento de sinal.

2.4. Quimica Verde

A Quimica Verde tem recebido uma atencéo significativa nos ultimos anos, tanto
na midia nacional quanto internacional, além de despertar interesse entre autoridades e
lideres governamentais preocupados com questdes relacionadas a degradacdo e
preservacao do meio ambiente. Essa abordagem surge em 1991, quando a Agéncia de
Protecdo Ambiental norte-americana EPA (“Environmental Protection Agency”) langou
um programa intitulado “Rotas Sintéticas Alternativas para Preven¢ao de Polui¢dao”, no
qual foram financiados projetos de pesquisa voltados para a prevencao da poluicdo em
processos sintéticos.%

Ao longo dos anos outras iniciativas colocaram a quimica verde como uma
necessidade para os desenvolvimentos tecnoldgicos sustentaveis. Em 1993 grupos
académicos envolvidos com quimica e ambiente se reuniram na Italia estabelecendo o
consarcio Universitario Quimica para o Ambiente (INCA), a partir dai anualmente jovens
quimicos de diversos paises se reunem e discutem tal pauta. Em 1995 instituiu um
programa de premiacao “The Presidential Green Chemistry Challenge” onde anualmente
sdo premiados trabalhos que reduzam a producdo de residuos na industria e que possam
vir a ser implementados nas mesmas.®®

Dentre os diversos conceitos encontrados para a Quimica Verde, a United States
Environmental Protection Agency (US EPA) a define como “o design de produtos
quimicose processos que reduzem ou eliminam o uso ou geracéo de substancias perigosas.
Quimicaverde se aplica ao longo do ciclo de vida de um produto quimico, incluindo a sua
concepcao, fabricacdo, utilizacio e descarte”’°. Ela é fundamentada em doze principios e
visa ser estabelecida em todos os projetos cientificos e industrias quimicas que pretendam
preservar 0 meio ambiente.

2.4.1. Prevencédo
2.4.2. Economia de 4tomos

2.4.3. Sintese de produtos menos perigosos
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2.4.4. Desenvolvimento de compostos seguros

2.4.5. Solventes e auxiliares mais seguros

2.4.6. Busca pela eficiéncia de energia

2.4.7. Uso de fontes renovaveis de matéria-prima

2.4.8. Evitar a formacéo de derivados

2.4.9. Catélise

2.4.10. Desenvolvimento de compostos degradaveis

2.4.11. Analise em tempo real para a prevencdo da poluicédo

2.4.12. Quimica intrinsecamente segura para a prevencao de acidentes

Adotar principios de desenvolvimento sustentivel é uma estratégia interessante
para empresas e laboratorios, tanto para a melhoria da qualidade de vida e do ambiente
natural, como para o aumento da competitividade da industria. Ao monitorar efetivamente
e conseguir realizar o controle de despejos no ar, agua e solidos provenientes de processos
industriais, as empresas se sobressairiam em relagdo aos seus concorrentes e seus
competidores seriam pressionados a realizarem as mesmas medidas futuramente. A
adocdo antecipada coloca empresas em posicdes confortaveis no mercado, dado que a
sustentabilidade serd sempre um componente importante no desenvolvimento.’*

Em 2011 foi feito um levantamento entre 20 empresas que utilizam substancias
quimicas em seus processos mostrando quais suas medidas de prevencao e reducéo da
utilizacdo de produtos téxicos. As empresas selecionadas sdo dos Estados Unidos e da
Europa e foram recomendadas com base em agéncias reguladoras e organiza¢des nédo
governamentais focadas na protecdo da saide humana e ambiental em produtos quimicos
contaminantes. Nos resultados obtidos, foi identificado que 18 empresas desenvolveram
listas de substancias restritas para seus fornecedores, que deveriam assinar um acordo
declarando que cumpririam essas restri¢cdes. Além disso, 12 companhias realizaram testes
e auditorias, muitas vezes terceirizando laboratérios para verificar a presenca de
determinados produtos quimicos nas amostras fornecidas pelos seus fornecedores. Outras
6 companhias exigiam que seus fornecedores tivessem total transparéncia em relacao aos
materiais utilizados, declarando quais substancias quimicas estavam presentes em seus
produtos. Além disso 17 companhias identificavam e definiam os produtos considerados
de maior risco, buscando substitui-los por outros de menor risco. Um total de 14
companhias colaboravam juntamente com seus fornecedores para encontrar substitutos

seguros para produtos quimicos de alto riso. Outras 6 companhias avaliavam se 0s
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fornecedores adotavam medidas adequadas em relagdo ao uso de produtos quimicos, a
fim de tomar decisdes sobre futuros contratos. Também foi observado que 13 companhias
desenvolveram um banco de dados contendo informacdes sobre todos os produtos
quimicos utilizados em seus produtos. Por fim, 8 companhias avaliavam o risco associado

aos produtos quimicos criticos utilizados em suas operagdes.’?

2.5. Validagdo de métodos analiticos

Dentre as varias defini¢cbes que a compreendem, pode-se dizer que a validacdo de
métodos analiticos é “o processo que estabelece, por estudos laboratoriais, que as
caracteristicas de desempenho do método atendem aos requisitos para as aplicacdes
analiticas pretendidas”.” Sendo assim, ela certifica que os métodos que os laboratorios
utilizam geram dados confiaveis e adequados para a sua aplicacdo a partir de uma
exaustiva compilacdo de parametros pré-estabelecidos. Ao avaliar esses parametros,
pode-se garantir que o método analitico utilizado é confiavel, preciso e adequado para as
aplicacBes pretendidas, fornecendo resultados confidveis e de alta qualidade. Os
parametros escolhidos para este trabalho sdo discutidos a seguir e compreendem a

linearidade, limite de deteccéo, exatidao, precisdo e robustez.

2.5.1. Linearidade

E a capacidade do método em fornecer respostas que dependem das concentrages
do analito na amostra, exibindo uma relacao linear dentro de um intervalo especificado.
Para a validacdo desse parametro deve-se realizar no minimo cinco analises com
concentracOes diferentes da substancia de referéncia e em triplicata, no minimo. Os
calculos sdo feitos a partir dos valores das concentragdes reais e das respostas analiticas
individuais.”* Com os dados obtidos é construida uma reta relacionando no eixo x as
concentracOes utilizadas e em y 0s seus respectivos valores medidos. Para uma técnica
instrumental que utiliza curva de calibracdo a linearidade é descrita pela equacéo da reta:

y=a+bx

Onde: y é a resposta medida, x é a concentracdo, a € a intersecdo comoeixoyeb é a

inclinacdo da curva analitica.

O valor do coeficiente de correlagdo (R) indica o ajuste do pontos experimentais
com a curva, verificando se existe uma relagdo linear entre as variaveis. Pela ANVISA™

esse valor deve ser acima de 0,99, no caso do INMETRO’® ou 0,90.
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2.5.2. Limite de detecgéo (LD)

E a menor quantidade de analito presente na amostra que o método pode perceber
em condicdes experimentais estabelecidas. E estimado por meio de solugdes conhecidas
e os resultados analisados de diferentes formas, como por método visual: adiciona-se
concentracfes conhecidas da substancia a matriz até conseguir diferenciar ruido e sinal
analitico pela visualiza¢do da menor concentracdo; método relagdo sinal-ruido: utilizado
quando a linha base (quando ha auséncia do analito) encontre leves desvios, apresentando
ruidos, faz-se a comparacao dos sinais da amostra de baixas concentracGes conhecidas e
um branco, encontrando a minima concentragdo que se consegue detectar; e método
baseado em parametros da curva analitica: feita a partir da construcao de curva analitica
utilizando a matriz com o analito na concentragdo proxima ao limite de detecgdo.”” E
representado pela equacéo:

LD=33x%_
S
Onde: s ¢ a estimativa do desvio padrdo da resposta e S € a inclinagcéo ou

coeficiente angular da curva analitica.

2.5.3. Exatidéo

Qualidade do método em obter respostas analiticas proximas a um valor
determinado (valor tedrico também chamado de valor verdadeiro), é obtida avaliando os
valores dos resultados da amostra e comparando com o valor de referéncia. Para
comprovar que o método é exato deve ser feito no minimo nove determinacdes, em trés
concentracOes: baixa, média e alta, em triplicata cada uma e o preparo da amostra feito

de forma independente.” O calculo para a recuperagdo (R) é feito utilizando a seguinte

equacao: R(%) = (m1-m2) x 100
mi
Onde: my corresponde a massa tedrica do analito; m, corresponde a massa real do

analito na amostra.

2.5.4. Precisao

Capacidade do método de fornecer respostas analiticas proximas entre si ao
realizar ensaios independentes repetidos com as mesmas amostras ou amostras
semelhantes.”® Os ensaios sdo divididos em trés, sdo a repetibilidade, precisdo

intermediaria e a reprodutibilidade.
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Repetibilidade

Para avaliar a precisdo segundo a repetibilidade, se considera medicgdes sucetivas
que foram realizadas em um mesmo laboratério, em um curto intervalo de tempo,
utilizando os mesmos equipamentos e pelo mesmo analista em uma Unica corrida
analitica.”® Quanto maior o nimero de amostras, melhor sera o resultado. O INMETRO

aconselha no minimo seis replicatas por nivel de concentragdo para a verificagdo.”

Precisdo intermediaria

Na precisdo intermediaria se avalia a consisténcia dos resultados obtidos em um
Unico laboratério ao longo do tempo, realizando anélises em dias diferentes. Essa
abordagem permite verificar como o método lida com as variagdes intrinsecas do

laboratorio e se os resultados sdo consistentes ao longo do tempo.&

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é avaliada ao analisar as mesmas amostras em laboratdrios
diferentes, levando em consideragdo as variagdes nos equipamentos utilizados. A
comparacao dos resultados obtidos em diferentes laboratérios indica o quéo reprodutivel
€ 0 método, ou seja, se ele é capaz de fornecer resultados consistentes independente do

laboratério em que é realizado.®°

2.5.5. Robustez

A robustez indica a capacidade do método de resistir a variacdes propositais nas
condigdes analiticas usuais, mantendo sua confiabilidade. Quanto maior a robustez maior
a confianca na precisdo do método.” Para avaliar a robustez na titulagdo, vocé pode realizar
experimentos controlados, variando deliberadamente algumas condig¢6es-chave enguanto
mantém outras constantes, como por exemplo, utilizardiferentes buretas para realizar a
analise®!, modificar a velocidade de agitacdo, dos incrementos de titulante ou as
quantidades de solvente para diluigdo™. Assim, avalia-se todas essas condi¢des de andlise

e verifica-se se produz efeitos positivos ou negativos sobre os resultados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais
O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de métodos analiticos com alta

precisdo, baixo custo e de acordo com os principios da Quimica Verde para a
determinacdo do farmaco Cetoprofeno em medicamentos, empregando a titulacdo

condutométrica.

3.2.  Especificos
Avaliar meétodos analiticos para a determinacdo do Cetoprofeno em

medicamentos.
Desenvolver métodos analiticos para a determinacdo do Cetoprofeno em

medicamentos.
Realizar a validacdo dos metodos desenvolvidos para a aplicacdo do controle de

qualidade de medicamentos, de referéncia, similares ou genéricos.
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4, MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais, reagentes, padrdes e equipamentos

O sistema de titulagdo condutométrica utilizado nos experimentos é apresentado
na figura 4. Ele consiste em um condutivimetro (30107-03-BI, ION) com uma célula de
condutividade de 2 eletrodos (constante 0,1), um agitador magnético e uma bureta (25
mL) suspensa por meio de um suporte e garra. No mesmo sistema é utilizado uma placa
de agitagdo magnética para auxiliar na homogeneizagdo da solucdo durante a titulacao.
Demais matérias tipicos da rotina de laboratério foram utilizados para a realizacdo do
trabalho, como béquer, proveta, baldo volumétrico, micropipeta, almofariz e pistilo,

balanca analitica, entre outros.

Figura 4- Configuracéo para a titulagdo condutométrica. a) condutivimetro, b) célula de condutividade, c)suporte
universal e garra, d) Becker com a solucdo de amostra, €) placa de agitacdo magnética, f) bureta. Figura criada
no ACD/ChemSketch Freeware.

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas a partir de reagentes de grau
analitico e com agua destilada preparada diariamente no laboratorio. As solugcbes dos
titulantes trabalhados (NaOH, KOH e LiOH) foram preparadas pela dissolugdo do solido
em &gua e padronizados por meio da titulagdo condutométrica, utilizando biftalato de
potassio como padrao primario.

O procedimento para preparar a solucdo de NaOH com concentragdo de 1 mol/L
foi feita em algumas etapas. Inicialmente foram pesados 20 g de NaOH s6lido em um
bécker e foi dissolvido em &gua destilada. A solugdo resultante foi transferida

guantitativamente para um baldo volumétrico de 500 mL, tomando o cuidado de lavar
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completamente o bécker para garantir a transferéncia completa. O volume no bal&o foi
comletado até a marca do menisco com agua destilada e o recipiente foi fechado e
suavemente agitado para a homogeneizagéo da solugéo.

Apos o preparo da solugdo de NaOH, procedemos com a sua padronizagdo. Para
isso, foram pesados 1 g de biftalato de potassio em um bécker, adicionados 50 mL de
agua destilada e agitada a solucdo ate a dissolugcdo completa. A padronizagéo ocorreu por
meio de uma titulacdo condutométrica, onde o NaOH foi usado como titulante e a solugéo
de biftalato de potassio atuou como titulado. O titulante foi adicionado em incrementos
de 0,5 mL e a descontinuidade na curva gerada indicou o ponto de equivaléncia. A partir
de calculos matematicos baseados no volume de titulante utilizado, foi determinado o
valor da concentracdo real da solucdo de NaOH.

Tendo esse valor, foi feita diluigdes da solugdo para alcancar as concentragdes
desejadas, calculando previamente o volume necessario para tomar da solucdo
concentrada. Por exemplo, para preparar a solucdo de NaOH 0,0017 mol/L, foi pipetado,
com o auxilio de uma pipeta volumética cerca de 8,5 mL da solugdo de 1 mol/L para um
baldo de 500 mL e completado o volume até o menisco com &gua destilada.

4.2.  Preparo da amostra

Inicialmente foram pesados individualmente 20 comprimidos de 100 mg de
cetoprofeno, que tiveram sua massa média calculada e, em seguida, foram triturados. Para
cada andlise de cetoprofeno foram pesados cerca de 0,2000 g de medicamento em um
Becker e adicionados 50 mL de &gua destilada. Essa solucéo foi colocada sob agitacao
com o uso de um agitador magnético até que boa parte do sélido fosse dissolvido. O
solvente utilizado foi apenas a &gua destilada, eliminando o uso de alcool etilico.
Comprimidos dos medicamentos contendo 100 mg cetoprofeno foram adquiridos nas
farmacias locais e usados no desenvolvimento do método e validacgdo, assim como as
capsulas contendo 50 mg de cetoprofeno, ambos genéricos do laboratério Medley. Esses

valores foram alcancados através de otimizages feitas durante a pesquisa.

4.3.  Procedimento geral para o desenvolvimento do método

ApoOs o preparo da amostra a titulagdo foi realizada diretamente no sistema
condutométrico apresentado na figura 4, usando como titulante a solugdo NaOH 0,0170
mol L. O titulante foi adicionado em intervalos de 1 mL e a condutividade correspondente
foi registrada a cada adicdo. Da mesma forma do preparo da amostra, este valor de

concentracdo foi escolhido através de testes prévios durante a pesquisa.
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Em toda a titulacdo condutométrica é aplicada a correcdo da condutividade

causada pela diluicdo através da equagéo:

_ Cmed(Vi + Vt)
Ccorr - #
i

Onde: Ccorr = condutividade corrigida; Cmed = condutividade medida; Vi = volume inicial de solu¢&o;

Vt = volume adicionado de titulante.

Os dados foram registrados em uma planilha do Excel e, adicionalmente, foi
empregado o software Origin para gerar os graficos e realizacdo dos célculos. Os dados
da secdo linear antes e depois do ponto de equivaléncia foram ajustados para uma reta e
as equacdes obtidas foram comparadas para se obter o volume do ponto de equivaléncia,
que ¢ definido pela intersecao destas curvas, com este valor foram realizados os calculos
de concentracdo do farmaco. Para a comparacdo do método foi realizada a titulagdo
colorimétrica, procedimento indicado na farmacopeia Americana.

No desenvolvimento do método, inicialmente foi feito um estudo para identificar
0 ponto de equivaléncia e avaliar a precisao da quantificacdo. Em seguida, foi avaliado o
solvente e o hidréxido usado como titulante, bem como a sua concentra¢do. Durante estes
testes, 0 objetivo era encontrar as melhores condigdes, levando em consideracgdo fatores
como tempo, custo, sustentabilidade e a nitidez das curvas obtidas para a analise dos
resultados. Esses parametros foram testados individualmente, e as condi¢fes otimizadas

foram selecionadas para serem usadas nos ensaios posteriores.

4.4, Titulagdo Miniaturizada

O procedimento foi realizado de maneira similar a titulacdo com a bureta
convencional, mas empregando uma micropipeta para os incrementos do titulante e
adequando as quantidades para diminuir a escala do experimento em geral. A amostra foi
preparada pesando 0,0500 g do medicamento e dissolvendo-o em 20 mL de dguadestilada.
A titulag@o foi realizada adicionando incrementos em intervalos de 100 pL dotitulante

NaOH 0,065 mol L™,

4.5. Validagao
Com o método desenvolvido foi realizada a validacdo selecionando a linearidade,

limite de deteccdo, exatiddo, precisdo e robustez para os testes.

45.1. Linearidade

Foram preparadas as solu¢des do medicamento em 5 concentracGes diferentes, 25,
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50, 100, 150 e 200% da massa utilizada no método (0,2000 g), que correspondem de 15
mg a 130 mg de Cetoprofeno. Em seguida foi realizada a titulacdo em triplicata para cada
concentragdo escolhida. A linearidade foi analisada calculando o coeficiente de
determinacdo (R?) da curva obtida pelo grafico tamanho da amostra (eixo X) versus o

volume de titulante consumido (eixo y).

4.5.2. Limite de Deteccéo
Foi determinado pela andlise da curva de linearidade, onde sucessivas medi¢oes
foram realizadas de valores decrescentes de concentracdo do analito, até ndo ser possivel

detectar respostas com confianca.

4.5.3. Exatiddo

Foram realizadas as titulagdes em triplicata do medicamento com duas diferentes
massas de cetoprofeno vendidos comercialmente, 100 mg (comprimido) e 50 mg
(capsula), ambos da mesma marca. A exatiddo foi avaliada comparando os valores

obtidos com os valores de referéncia do rotulo de cada medicamento.

4.5.4. Precisédo

A precisdo do método foi avaliada por meio da repetibilidade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade. Na repetibilidade, o procedimento foi repetido seis
vezes no mesmo laboratorio, sob condi¢des semelhantes. A precisdo intermediaria foi
avaliada por meio de triplicatas realizadas em dois dias diferentes, observando a variagcdo
dos resultados ao longo do tempo. A reprodutibilidade foi avaliada executando o mesmo
procedimento em um laboratorio diferente, utilizando equipamentos diferentes dos
normalmente utilizados, como 0 mesmo analista. A precisdo foi determinada utilizando o
desvio padrdo, que medea dispersdo dos resultados em relacdo a média, e o desvio padrao

relativo, que expressa aprecisao como porcentagem da média.

4.5.5. Robustez

A titulacdo foi realizada seguindo o método descrito, mas com algumas variacdes
propositais nos parametros de execugdo. Para avaliar o impacto dessasvariagdes, 0
procedimento foi repetido trés vezes. Em um dos testes foi utilizado um condutivimetro

diferente do habitual, enquanto no outro teste, foi variada a bureta utilizada na titulacéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Desenvolvimento do método

5.1.1. Identificacdo do ponto de equivaléncia e avaliacdo da quantificacéo

Saber identificar o ponto estequiométrico de uma titulacdo € de suma importancia
para se quantificar a substancia estudada. Na figura 5 é exibida a curva de titulacdo
condutomeétrica obtida ao utilizar a massa e solventes recomendados pela Farmacopeia
Brasileira para a determinagdo do Cetoprofeno®. Porém, nesse caso, diferentemente do
método recomendado com indicador, a condutometria foi empregada para identificar o

ponto de equivaléncia.

Figura 5 — Curvas condutométricas obtidas com titulante NaOH 0,0170 mol L™, 200 mg de cetoprofeno
dissolvidos em uma mistura de agua: etanol (50:50). a) condutividade corrigida por dilui¢do, b)
condutividade medida.
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Na Figura 5 sdo apresentadas duas curvas, uma com o sinal medido (a), e outra
(b), que leva em conta a diluicdo do medicamento gerada pelo titulante. O formato dessa
segunda curva é mais inclinado ap6s o ponto de equivaléncia, demonstrando ser a mais
apropriada para as analises. Na primeira parte da curva analitica obtida observa-se que a
titulacdo comeca com uma condutancia relativamente baixa, uma vez que a solucao
possui uma moderada concentracdo de ions H*. A inclinagdo da primeira parte da curva
depende da forca do &cido, isto é, é positiva apenas para &cidos muito fracos, como é o
caso do medicamento estudado. Os acidos fracos sdo pouco dissociados e existem em
solucdo fundamentalmente na sua forma neutra protonada. A condutancia aumenta a

medida que ocorre a reacdo de neutralizacdo, que é acompanhada pelo progressivo
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aumento das concentracBes dos ions Na® (provenientes do titulante) e do farmaco
desprotonado, formando o sal. Sendo assim, temos um leve aumento da condutancia a
medida que mais titulante € adicionado, até o ponto de equivaléncia ser atingido e ocorrer
a inflexdo da curva. Apds esse ponto um pequeno excesso do titulante gera um acentuado
aumento da condutividade, efeito relacionado com os ions Na* e OH™ que sdo
gradualmente adicionados.

A partir da curva corrigida pela diluicdo sdo tragcadas duas retas, uma que
representa a variacao da condutancia desde o inicio da titulacdo até a descontinuidade da
curva e a outra que da a variacdo apés este ponto. A intersecdo dos dois segmentos
lineares fornece o ponto de equivaléncia.

Considerando que uma melhor resolugédo da curva para se fazer a identificagédo do
ponto de equivaléncia no gréfico é de suma importancia para a quantificagdo do
medicamento, fez-se necessario realizar ajustes dessas condi¢des iniciais para que a uma

maior precisdo seja alcancada.

5.1.2. Avaliacdo do Solvente
Procurando avaliar a solubilidade do Cetoprofeno e verificar sua resposta na
condutividade, foram testadas trés condicbes de solvente. As curvas desse teste sao

apresentadas na Figura 6.

Figura 6 - Curva de titulacdo utilizando diferentes solventes. a) agua 100%; b) 4gua:etanol 50:50; c) etanol
100%.
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E possivel observar que, & medida que a propor¢do de etanol aumenta, tanto a
condutividade como a inclinacdo da curva diminuem ap6s o ponto de equivaléncia. Essa
configuracdo dificulta a identificacdo desse ponto, tornando-o menos evidente.

O cetoprofeno possui solubilidade em etanol, mas é praticamente insoltvel em
agua. Na figura 7 é ilustrada a solucdo resultante ao utilizar apenas agua para dissolver o
medicamento. E perceptivel que a solugdo ndo se encontra homogénea, com particulas
solidas do medicamento ainda presentes. No entanto, o processo de titulagdo continua
normalmente. A medida que adicionamos o titulante, ocorre a reacdo com as particulas
solidas, que sdo tituladas. Isso € confirmado pelos resultados obtidos, que demonstram
uma maior precisdo em relacdo ao valor de referéncia quando utilizamos somente agua
como solvente. Essa abordagem elimina a necessidade de utilizar o solvente orgénico, o

etanol, alinhando-se com os principios da quimica verde

Figura 7 — Amostra de cetoprofeno ao utilizar &gua como solvente.

Fonte: os autores.
A alteracdo observada nas curvas de avaliacdo do solvente influencia na
localizacdo do ponto de equivaléncia. Em consequéncia disso, nas analises seguintes,

optou-se por utilizar apenas agua para analise do medicamento.

5.1.3. Escolha do titulante

Para observar qual o melhor titulante para a analise do Cetoprofeno, foram
realizados testes utilizando trés bases fortes diferentes. Essas bases foram devidamente
padronizadas e utilizadas em concentragdes aproximadamente iguais. Os resultados séo

apresentados na Figura 8. Esse teste visa identificar qual titulante proporciona a titulacéo
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mais eficiente para o Cetoprofeno, considerando sua reatividade e caracteristicas

quimicas especificas.

Figura 8 - Curva de titulagdo com diferentes titulantes. a) KOH = 0,0172 mol L*; b) NaOH =
0,0170 mol L%; ¢) LiOH = 0,0173 mol L. Solvente: 100% &gua, massa medicamento: 0,2000 g.
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Analisando a Figura 8, € possivel observar as tendéncias apresentadas por cada
cation, que exibem diferencas sutis entre si. O K* é o ion de maior raio atdmico e de
menor mobilidade, o que justifica uma inclinagdo mais pronunciada da curva ap6s o ponto
de equivaléncia. Por outro lado, o Li*, sendo o menor cation apresentando maior
mobilidade, demonstra um discreto aumento da condutancia apos o PE.

No entanto, como ndo houve uma variacdo muito expressiva entre os titulantes
testados, decidiu-se continuar utilizando o NaOH nas analises seguintes. Essa escolha foi
baseada em sua facilidade de acesso no laboratério e também por ser o titulante

recomendado pela Farmacopeia Brasileira.

5.1.4. Escolha da concentracéo do titulante

A concentracdo do titulante influencia diretamente nas curvas titulométricas, uma
vez que a partir de sua adicdo o medicamento reagird, refletindo na condutividade da
solucdo. Com o intuito de observar esse fendmeno, foram preparadas e padronizadas
cinco soluges do titulante NaOH com concentragdes sequencialmente mais diluidas. Os
resultados obtidos sdo ilustrados na Figura 9.
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Figura 9 - Curvas de titulagdo para diferentes concentracGes de titulante de NaOH. a) 0,1010 mol
L?; b) 0,0713 mol L%; ¢) 0,0515 mol L%; d) 0,0304 mol L; e) 0,0170 mol L. Solvente: 100% agua.
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Antes de atingir o ponto de equivaléncia, as curvas apresentam comportamento
semelhante, uma vez que dependem apenas da forca do acido, que é o medicamento em
analise. As mudangas significativas ocorrem apds o PE, uma vez que a forca da base
utilizada foi variada por meio de diferentes concentracoes.

Observa-se que, em concentracdes mais altas do titulante, o volume consumido é
pequeno, o que resulta em perda de repetibilidade dos resultados. 1sso ocorre porque, com
altas concentracdes, uma pequena quantidade de titulante é necessaria para atingir o PE.
Por outro lado, quando o titulante € mais diluido, menos ions sdo adicionados a solucgéo.
Assim, o ponto de equivaléncia ocorre apds a adicdo de um volume maior de titulante,
tornando sua identificagcdo na curva de titulagdo mais perceptivel.

Para as curvas de titulagido com concentragdes de 0,1010 mol L e 0,0713 mol L
1 é dificil visualizar o ponto de equivaléncia, que ocorre entre 2,5 e 3 mL. Até esse volume,
sdo obtidos apenas alguns poucos pontos, insuficientes para formar uma reta confiavel.

No entanto, nas curvas mais diluidas, o PE se torna mais evidente e a reta
resultante é mais confiavel para a quantificacio. A concentracio de 0,0170 mol L™ foi
escolhida devido a apresentacdo da melhor curva, com quantidade suficiente de pontos.

Ao observar a Figura 9, pode-se julgar que a curva apresenta ser muito inclinada
para realizar analises matematicas. No entanto, ao examina-la separadamente, é possivel
identificar claramente as acentuacGes necessarias para obter as duas retas exigidas para o0s

calculos. Alem disso, com essa concentragdo, o volume de equivaléncia ocorre
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apriximadamente em 14 mL, o que significa que a curva € distribuida de forma quase
uniforme ao longo da bureta de 25 mL.

Essa escolha da concentracdo permitird uma anélise mais precisa e confiavel do
ponto de equivaléncia, garantindo uma quantificacdo adequada do medicamento durante

0 processo de titulacéo.

5.1.5. Calculo da concentracéo

O ponto de equivaléncia é determinado pela intersecdo de duas retas, uma do
inicio da titulacdo até o PE e outra deste ponto até o final da titulacdo. Para uma analise
mais precisa, sdo feitos ajustes que envolvem a eliminagdo de alguns valores proximos
ao PE, onde ocorrerem muitas flutuagGes do sinal. Isso € feito para que o coeficiente de
determinacéo (R?) se aproxime de um valor proximo a 1, indicando um ajuste adequado
aos dados experimentais. A Figura 10 ilustra um exemplo de como as retas séo tracadas

e, em seguida, como sao realizados os célculos para determinar a concentragao.

Figura 10— a) curva condutométrica. b) Retas tracadas para localizar o ponto de equivaléncia da
titulagdo. Cetoprofeno 100 mg titulado com NaOH 0,0170 mol L. Solvente: 100% agua, massa de
medicamento: 0,2000 g.
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Igualando os valores de y é encontrado o valor de X, que € o volume de titulante
consumido.
20,989x + 31,133 = 62,531x — 545,9
X=13,89 mL
A partir desse valor estima-se a massa de cetoprofeno na quantidade do

medicamento analisada (0,2000 g) utilizando a seguinte relacao:
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mol
Massa = volume equivaléncia (L) X [NaOH] (T) X Massa Molar cetoprofeno(miol)

Massa = (13,89 x 10-3L) * (0,017 mol L-1) * (254,28 g mol-1)

Massa = 0,0604 g = 60,4 mg

O valor obtido representa a quantidade do farmaco presente em 0,2000 g de
comprimido, uma massa especifica otimizada para realizacdo do método. No entanto, €
importante observar que um comprimido tipico de cetoprofeno possui uma massa média
de 0,3242 g, o que significa que o valor calculado acima ainda néo pode ser diretamente
comparado com as informacdes presentes no rotulo do medicamento. Para obter a
quantidade exata do farmaco presente em um comprimido individual, podemos utilizar a
seguinte relacdo:

massa pesada — — — — — massa de farmaco encontrada
massa de 1 comprimido — — — — x (massa do farmaco no comprimido)
Substituindo os valores:
0,2000 g — — — — 0,0604 g
03242 g————x
x = 97,91 mg/comprimido

Essa relacdo possibilita a analise do medicamento utilizando quantidades
reduzidas em comparacdo a massa total de um comprimido, com o intuito de evitar o
desperdicio de recursos. Isso € vidvel ao considerar que o ingrediente ativo esta
distribuido uniformemente dentro do comprimido.

O valor calculado para um comprimido contendo 100 mg de Cetoprofeno foi de
97,91 mg/comprimido, o que indica uma proximidade consideravel em relacdo as
informacgdes do rétulo do medicamento. O erro relativo, calculando em relacdo a

quantidade esperada, foi de 2,09%.

5.2. Validacao do método
5.2.1. Linearidade

Para verificar a linearidade do método proposto, foram realizadas titulagdes em
triplicata utilizando massas de medicamento que variaram aproximadamente de cerca
de 15 a 130 mg de Cetoprofeno. Essa faixa abrange de 25% a 200 % da massa utilizada

nométodo. Os resultados encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 - valores da titulagdo para verificar a linearidade.

% de Massa Massa de Meédia Ponto de Média Desvio Ensaio

massa* pesada cetoprofeno (mg) equivaléncia (mL) Padréo (%)
(9) (mg) (mL) (mL)
0,0505 15,308 3,547 97,99
25 0,0505 14,767 15,113 3,422 3,502 0,069 94,53
0,0506 15,263 3,537 97,51
0,1002 29,975 6,946 96,71
50 0,1000 28,133 28,957 6,519 6,710 0,217 90,95
0,1003 28,764 6,665 92,71
0,2007 61,765 14,312 99,48
100  0,2024 63,378 63,530 14,686 14,721 0,428 101,22
0,2004 65,448 15,166 105,57
0,3004 99,925 23,155 107,53
150  0,3009 91,627 96,401 21,232 22,338 0,994 98,43
0,3006 97,652 22,628 105,01
0,4002 132,602 30,726 107,11
200  0,4022 136,696 135,104 31,675 31,307 0,509 109,87
0,4044 136,015 31,520 108,73

*porcentagem em relagdo a massa utilizada no método (0,2000 g).

Com os valores obtidos foi plotado o grafico de linearidade, considerando a média

das concentragcfes encontradas com a respectiva média dos pontos de equivaléncia.

Figura 11 - estudo da linearidade do método.
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Na Figura 11 é possivel observar um aumento linear no consumo de titulante a
medida que 0 massa da amostra aumenta. O coeficiente de correlacio obtido foi de R? =
1, o que indica uma alta correlagdo entre os valores dentro dessa faixa de trabalho,

possibilitando afirmar que o método é linear na faixa de 15 a 130 mg de Cetoprofeno.
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5.2.2. Limite de detecgao
O limite de deteccéo foi calculado pela equagédo abaixo com base na inclinacdo
da curva de linearidade e a média dos desvios de volume de equivaléncia.

LoD =33 x — A8 mL 0063
O L 2mLmgt 0

O resultado reflete a tendéncia esperada, para pequenas quantidades de amostra,
maior a dificuldade para a sua deteccdo. Porém, como a curva de linearidade néo
apresentou pontos indesejadas ou fora do padrdo esperado, ndo € possivel afirmar com
certeza que o valor do limite de deteccdo calculado seja o mais correto. Para isso é
necessario realizar estudos adicionais utilizando concentracGes ainda menores de
cetoprofeno e observar o comportamento da curva nessa faixa. 1sso permitiria uma analise
mais abrangente e precisa da capacidade do método em detectar e quantificar
concentracOes extremamente baixas do analito.

Cabe destacar que o método proposto é indicado para a determinacdo de
cetoprofeno dentro do limite de deteccdo, ndo s6 pela capacidade do equipamento
responder a quantidade do analito, mas levando em conta todos os procedimentos

realizados.

5.2.3. Exatidéo

A avaliacdo da exatiddo do método foi conduzida utilizando comprimidos da
mesma marca de cetoprofeno, comercializados em dosagens de 50 mg e 100 mg. Os
resultados referentes ao ponto de equivaléncia e as massas encontradas para cada

triplicata de amostra estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — valores de titulacdo para o estudo da exatid&o.

Massa Ponto de Massa Média Desvio padréo

(mg) Equivaléncia(mL) encontrada(mg) (mg) (mg)
7,617 52,203

50 7,196 49,319 50,745 1,442
7,755 50,714
13,892 98,601

100 14,039 99,198 99,760 1,519
14,304 101,479

Com a recuperacdo de 101,49% e 99,76% para as dosagens de 50 mg e 100

mg, respectivamente, o método apresenta uma boa exatidao.
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5.2.4. Preciséo
Repetibilidade
Foram realizadas seis titulagGes seguidas da amostra contendo cetoprofeno,

utilizando sempre 0 mesmo procedimento. A Figura 12 exibe as curvas obtidas.

Figura 12 — seis curvas de titulagdo condutométrica realizadas de acordo com o método.
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Pela observacdo das curvas pode-se notar boa repetibilidade do método, uma vez
que elas apresentam uma sobreposic¢éo significativa em grande parte da sua extens&o.

Os resultados individuais de cada analise e o tratamento dos dados sdo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados obtidos para a repetibilidade do método.

Ponto de .
Replica Massa (mg)  Errorelativo

Equivaléncia (mL) (%)

1 14,426 101,730 1,729

2 13,985 98,868 1,132

3 14,097 99,213 0,787

4 13,819 97,594 2,406

5 14,971 105,733 5,733

6 14,600 102,548 2,548

Média 14,316 100,947 2,389
Desvio Padréo - 2,988 -
Coeficiente de - 2,960 -

Variacao
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Para esse estudo foi obtida a massa média de 100,947 mg de Cetoprofeno, com
intervalo de confiangca (95%) de 100,947 + 2,391 mg/comprimido. Esse intervalo de
confianga indica quea massa média estd estimada dentro dessa faixa com 95% de
confianca.

Além disso, foi calculado o desvio padrdo da amostra, que foi de 2,988 mg e
2,96% de coeficiente de variacdo, o que indica que a dispersdo dos dados em relagdo a

média é relativamente baixa, corroborando a boa precisdo do método.

Precisdo intermediaria

Os valores obtidos para triplicatas realizadas em dois dias distintos s&o
apresentados nas tabelas 6, juntamente com os testes estatisticos correspondentes. Para a
analise comparativa desses dados, utilizou-se o teste t combinado, que é aplicado quando

se deseja comparar duas medidas relacionadas ou dependentes entre si.

Tabela 6 — valores da precisdo intermediaria do método.

Volume Desvio Coeficiente Erro
g Concentracao ~ de . Teste t
medio -~ padrao I relativo .
média (mg) Variagdo o combinado
(mL) (mg) 9 (%)
(%)
1° dia 14,147 99,207 1,771 1,785 0,793
1,388
2° dia 14,857 102,095 3,137 3,072 2,095

Com base nos resultados obtidos, percebe-se uma concordancia dos valores
medidos em diferentes dias, o que resulta em um valor de t igual a 1,388 com um nivel
de confianga de 95%. Ao considerar um valor de t critico igual a 2,776, verifica-se que

tealc < torit, indicando que o método possui preciséo intermediéria.

Reprodutibilidade
Foi analisada ao se reproduzir o método empregando materiais ou equipamentos
distintos dos usualmente utilizados, mais especificamente a bureta e o condutivimetro. Os

resultados obtidos nessas condigdes sdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7— valores da reprodutibilidade do método.

Coeficiente

Volume c trach Desvio Erro Teste t
meédio r?]r;((:j?g (rri(;z)io padréo Var?g ao relativo comebsir?ado
(mL) 9 (mg) ¢ (%)
(%)
Eq“‘gg&"aﬁ"m 14,245 99,053 0,581 0,586 0,947
6,165
Equipamento 14,354 101,340 0,275 0,271 1,340

s diferentes

E observada pouca variagdo entre os resultados, com um pequeno aumento da
concentracdo quando se utiliza equipamentos ndo habituais. Porém o teste t combinado a
95% de confianca indica que ha diferenca entre os resultados, levando em conta o desvio

padrdo de cada uma, uma vez que teac (6,165) > teit (2,776).

5.2.5. Robustez
Os parametros variados para a avaliagdo da robustez foram a bureta e o

condutivimetro. Os dados correspondentes sdo apresentados nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8- robustez do método utilizando uma bureta diferente.

Volume Desvio Coeficiente Erro
g Concentracao ~ de . Testet
medio -~ padrao . relativo :
média (mg) Variagao o combinado
(mL) (mg) 0 (%)
(%)
Bureta
diferente 14,688 102,462 1,346 1,314 2,462
0,704
Bureta usual 14,550 100,987 3,367 3,334 0,987

Pelos dados observa-se que a titulagdo com uma bureta diferente apresenta um
desvio padrdo menor do que a titulagdo com uma bureta usual, mas resulta em
concentraces ligeiramente maiores do que o esperado. Ao aplicar o teste t combinado a
95% de confianca para comparar a dispersdo entre os dados, verifica-se que ndo ha
diferenca significativa entre eles, uma vez que o valor de t calculado (0,704) é menor que
o valor de t critico (2,776). Isso indica que ndo ha evidéncia estatistica suficiente para
afirmar que as duas buretas diferem significativamente em termos de dispersao dos
resultados.
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Tabela 9- robustez do método utilizando um condutivimetro diferente.

Volume Desvio Coeficiente Erro
- Concentracao x de . Teste t
médio - padréo L~ relativo :
media (mg) Variacao o combinado
(mL) (mg) 0 (%)
(%)
Condutivimetro
diferents 13,881 97,913 5,311 5,424 2,087
o 0,633
Condutivimetro 14 169 99,936 1,562 1,563 0,064

usual

Da mesma maneira, ao utilizar um condutivimetro diferente, observamos que 0s
dados obtidos séo ligeiramente menores em comparagdo com o uso do condutivimetro
usual. Sendo assim, ndo ha evidéncia estatistica de diferenca significativa entre os dados,
uma vez que o valor calculado de t (tcac) € menor que o valor critico de t (teit), sendo teaic
(0,633) < teit (2,776). Esses testes indicam que, mesmo em outro laboratério, com
equipamentos semelhantes ao utilizados neste estudo, é possivel reproduzir o método e
obter resultados comparaveis aos obtidos neste trabalho. Isso ressalta a robustez e a
transferibilidade do método analitico para outros contextos e refor¢a a confiabilidades dos

resultados obtidos ao realizar toda a validagéo.

5.3. Comparacado de métodos

Para a comparacdo, utilizamos o método recomendado pela Farmacopeia
Brasileira, o qual envolve a titulacdo colorimétrica do Cetoprofeno com o indicador
vermelho de fenol para identificar o ponto final. Além disso, utilizamos a mesma massa
de cetoprofeno (0,2000 g) que empregamos em nosso proprio método. O titulante
utilizado foi NaOH 0,1 mol L. A comparagéo dos dois métodos é apresentados na Tabela
10.

Tabela 10 - Comparacdo dos métodos entre titulacdo condumétrica e colorimétrica.

Cetoprofeno (mg/comprimido)

Deteccéo condutométrica Indicador
Intervalo de confianca 100,215 £ 11,1023 101,789 £ 2,3421
Erro relativo (%) 0,21 1,79
Desvio padréo 0,4437 0,9428
Coeficiente de Variacéo (%) 0,4427 0,9262
PE medio (mL) 14,404 2,55
Teste t combinado 2,617

Valor de t tabelado 2,776
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O indicador vermelho de fenol é utilizado para observar o ponto final da titulacdo.
Suacor apresenta uma transicdo gradual do amarelo ao vermelho na faixa de pH entre
6,6 € 8. Acima de 8,1 a solugdo adquire uma coloracdo rosa intensa. Na Figura 13

s&o mostradas as diferentes colorag¢@es da solucdo nas etapas da titulagéo.

Figura 13 — solugdes contendo cetoprofeno e o indicador vermelho de fenol. a) antes do inicio da
titulagdo; b) no ponto de equivaléncia; c) apds o ponto de equivaléncia.

Fonte: os autores.

Em (a) temos a solucdo antes do inicio da titulagdo, com uma cor inicial. Em (b),
temos a solugdo no ponto de viragem, onde ocorre a mudancga de cor, indicando que o
ponto de equivaléncia foi atingido. Por fim, em (c) temos a solucdo ap6s a adi¢do do
titulante em excesso, evidenciado pela coloracdo resultante.

Na titulacdo colorimétrica, observou-se um desvio de maior valor (0,9428),
possivelmente devido a subjetividade inerente a uma titulagdo com indicador, que
depende da percepg¢éo do analista para identificar o ponto final. No entanto, apesar disso,
ha concordancia nos resultados obtidos por ambos os métodos, resultando em um valor t
igual a 2,617 com um nivel de confianca de 95%, quando considerado um valor critico
de 2,776. Essa analise permite confirmar que os resultados obtidos pelo nosso método sao

comparaveis com aqueles obtidos pelo método recomendado pela FB.
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5.4. Titulagdo miniaturizada

Nesse estudo foi investigado o comportamento da titulagdo condutométrica do
Cetoprofeno ao utilizar a menor quantidade possivel de reagentes e amostra. Para isso,
aproximadamente 50 mg de medicamento foram pesados e dissolvidos em 20 mL de agua.
A titulagdo foi realizada com uma solucdo de NaOH 0,065 mol L, uma concentragio
pré-calculada para que o ponto de equivaléncia ocorresse proximo a 1 mL de titulante
adicionado.

Devido a necessidade de adicionar volumes tdo pequenos para obter pontos para
a curva, optou-se por utilizar uma micropipeta em vez de uma bureta convencional. A
micropipeta permite uma dosagem precisa de pequenas quantidades de solucéo,
garantindo maior exatiddo nas adigdes do titulante durante a titulagdo. A Figura 14 ilustra
uma triplicata aoaplicar esse procedimento, onde os resultados séo precisos entre si,

havendo superposic¢donas curvas medidas.

Figura 14 — Curva de titulagdo em triplicata com a titulagdo miniaturizada
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Na Figura 15 é apresentada uma dessas curvas separadamente, onde foram
selecionados os melhores pontos para o célculo da concentracdo. Em seguida as retas
foram tracadas para representar a relagdo entre a quantidade de titulante adicionado e a
concentracdo do analito. O céalculo da concentracdo foi realizado de forma analoga ao

método descrito anteriormente.
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Figura 15— Curva de titulagdo condutométrica miniaturizada. a) curva condutométrica; b) retas
tracadas para localizar o ponto de equivaléncia. Cetoprofeno 100 mg titulado com NaOH 0,065 mol L.

Solvente: 100% &gua, massa de medicamento: 0,0500 g.
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Ao igualar as retas o resultado do ponto de equivaléncia foi determinado como
sendo 914 uL (equivalente a 0,914 mL). Com base nesse ponto, foi calculada a
concentracgéo e ajustada para a massa pesada, resultando em 97,087 mg. Na Tabela 11 sdo

apresentados os dados referentes a triplicata e seus respectivos dados estatisticos.

Tabela 11 — Resultados da titulacdo condutométrica miniaturizada.

Massa (mg)  Volume de equivaléncia (mL)

1 98,436 0,927

2 96,370 0,907

3 97,087 0,914

Média (mg) 97,298 0,916
Desvio Padréo (mg) 1,049 -
Erro Relativo (%) 2,702 -
Coeficiente de Variacéo (%0) 1,078 -

Os resultados obtidos foram considerados satisfatérios, indicando que é possivel
utilizar quantidades menores de reagentes e reduzir o tempo necessario para a
determinacdo condutométrica de Cetoprofeno. Essa constatacdo é relevante, pois a
utilizacdo de menores quantidades de reagentes resulta em economia de recursos e
reducdo do impacto ambiental. Além disso, 0 menor tempo necessario para a anélise, cerca

de 1/3 menor, torna o método mais eficiente e produtivo.
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6. CONCLUSAO

O método desenvolvido resultou preciso, de baixo custo e concordante com 0s
principios da quimica verde, permitindo a determinacdo de cetoprofeno em
medicamentos empregando a titulagdo condutométrica, a validacdo foi realizada de
acordo com o protocolo da ANVISA.

Apesar do Cetoprofeno apresentar baixa solubilidade em &gua, os resultados
obtidos com esse solvente se mostraram satisfatorios, contribuiram para este resultado a
pequena quantidade de farmaco utilizado e a reacdo acontecer mesmo com o farmaco
ainda em estado sélido.

A linearidade do método foi estabelecida na faixa de 15 mg a 130 mg de
Cetoprofeno, apresentando boa exatidéo para 50 mg e 100 mg. A preciséo foi constatada
ao realizar as analises em dias diferentes e em laboratdrios diferentes. Por fim, o método
se mostrou robusto ao avaliar o método utilizando buretas diferentes e condutivimetro
diferentes do utilizado usualmente.

O método proposto foi comparado com o método proposto pela Farmacopeia
Brasileira para o doseamento do cetoprofeno, o qual utiliza o indicador vermelho de fenol,

ndo apresentando diferencas significativas.
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7. PERSPETIVAS FUTURAS

Na avaliacdo da linearidade a realizacao de analises com concentracGes menores
e maiores a faixa testada poderiam fornecer importante informacdo, como as massas de
farmaco para as quais o0 método ndo responde adequadamente, e permitir obter com maior
precisdo o limite de detecgéo, pelo que ensaios posteriores podem ser realizados para
esclarecimento dessas informacdes.

Embora a validacdo foi realizada de forma abrangente, testes adicionais para
avaliacdo da robustez, como com diferentes operadores, e em diferentes temperaturas,
podem ser importantes para a aplicagdo do método, mas por falta de tempo ndo foram
realizados, e devem ser feitos posteriormente & apresentagao deste trabalho.

Os testes realizados miniaturizando a titulacdo e usando a micropipeta mostraram
a viabilidade dessa abordagem, mas por falta de tempo o desenvolvimento do método

nessas condigdes deve ser avaliado criticamente e realizado no futuro.
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