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RESUMO

Os métodos analiticos sdo ferramentas de confiabilidade da cadeia produtiva industrial,
que impactam diretamente na qualidade do processo. O estudo de desenvolvimento e
validagcdo do método analitico para o ativo PHMB (polyhexametileno de biguanida) para
dois desinfetantes hospitalares de nivel intermediério apresentados no presente trabalho,
foi desenvolvido através de parametros estatisticos. Avaliou-se a seletividade, linearidade,
exatiddo, precisdo intermediaria, limite de deteccdo e limite de quantificacdo do método
analitico, através da leitura das soluc@es analiticas no espectrofotdmetro na regido UV-VIS
na faixa de 237 nm. Desenvolveu-se o estudo do analito versus desinfetante diluido e
desinfetante concentrando, avaliando o comportamento das matrizes de cada um dos
produtos acabados. Os critérios de aceitacdo de cada parametro foram definidos de acordo
com orientagdes da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), RDC 166 de 24
de Julho de 2017. Para seletividade observou-se para ambas formulagdes a interferéncia na
matriz na formulagéo, entretanto 0 método apresentou-se linear, exato e preciso, definiu-se
o limite de quantificacdo e limite de deteccdo na concentracdo de 0,5 p.p.m. Perante os
resultados obtidos, 0 método analitico foi validado para ser utilizado na liberacao de lotes
para 0 mercado, garantindo a qualidade da analise no processo de quantificacdo do teor do

ativo PHMB nas formulacdes estudadas.

Palavras-chave: Qualidade. Parametros Analiticos. Controle de Qualidade. Melhoria
Continua. RDC N° 166.
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ABSTRACT

Analytical methods are reliability tools for the industrial production chain, which directly
impact the quality of the process. The development and validation study of the analytical
method for the active PHMB (polyhexamethylene of biguanide) for two intermediate level
hospital disinfectants presented in the present work, was developed using statistical
parameters. The selectivity, linearity, accuracy, intermediate precision, limit of detection and
limit of quantification of the analytical method were evaluated, through the reading of the
analytical solutions in the spectrophotometer in the UV-VIS region in the range of 237 nm.
The study of the analyte versus diluted disinfectant and concentrated disinfectant was carried
out, evaluating the behavior of the matrices of each of the finished products. The acceptance
criteria for each parameter were defined according to ANVISA (National Health Surveillance
Agency) guidelines, RDC 166 of July 24, 2017. For selectivity, interference in the matrix in
the formulation was observed for both formulations, however the method presented linear,
exact and precise, the quantification limit and detection limit were defined at the
concentration of 0.5 p.p.m. In view of the results obtained, the analytical method was
validated to be used in the release of batches to the market, guaranteeing the quality of the
analysis in the process of quantifying the content of the PHMB active in the studied

formulations.

Keywords: Quality. Analytical Parameters. Quality control. Continuous Improvement.

RDC N° 166.
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1. INTRODUCAO

Com o desenvolvimento e evolugdo tecnolégica nas Gltimas décadas, surgiram muitas
demandas na éarea da qualidade, seja ela para cumprimento de exigéncia legal ou para
desenvolvimento de novas tecnologias. Atualmente, existem milhdes de laboratérios distribuidos
pelo mundo em todos os segmentos: biotecnoldgicos, alimenticios, quimicos, ambientais, analises
clinicas, cosméticos, farmécos, saneantes, dentre outros. Dentro desses laboratérios, a todo momento
existem demandas por analises precisas e seguras, onde 0s resultados dessas analises sdo parametros
para tomadas de decisdo. Seja para verificacdo da qualidade de um farmaco ou para um diagndstico
de salde para um paciente, ou até mesmo para liberacdo de um desinfetante hospitalar para o
mercado, por exemplo.

Os laboratorios em geral desenvolvem trabalhos minuciosos no intuito de entregar resultados
precisos e seguros, através da calibracdo dos instrumentos de medi¢do, metodologias de andlises
descritas em compéndios oficiais ou métodos validados, equipamentos qualificados, analistas
treinados e capacitados, procedimentos descritos, dentre outros.

A Validacdo de Metodologia Analitica € o processo na qual o laboratorio demonstra que o
método ¢ adequado ao “propdsito”, no que diz respeito a resultados confidvies e precisos,
independente dos possiveis interferentes. A Validacdo do Método Analitico envolve a definicdo dos
parametros a serem validados (identificacdo, quantificacdo de ativo/impurezas), por exemplo. A
Validacdo de Metodologia Analitico envolve diversas resolucdes e guias, porém a industria saneante
é regida pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e seqgue a RDC N° 47, de 25 de
Outubro de 2013 que prevé as Boas Praticas de Fabricacdo para Produtos Saneantes e para a
Validacdo de Método Analitico RDC N° 166 de 24 de Julho de 2017 que disp&e sobre Validacdo de
Métodos Analiticos.

O ndo cumprimento das Boas Préaticas de Fabricacdo pode acarretar ndo conformidades que
podem gerar suspensdo do produto no mercado ou até mesmo interdicdo da fabrica. A Validagédo de
Metodologia Analitica, é parte das Boas Praticas de Fabricacdo e garantindo que o produto que esta
saindo para o mercado seja eficaz.

A Boas Préticas de Fabricacdo para Fabricacdo de Produtos Saneantes, orienta que validacao:
“empresa deve conhecer seus processos a fim de estabelecer critérios para identificar a necessidade
de validagdo” (RDC N° 47, de 25 de Outubro de 2013). A base do processo de validagdo envolve a
calibracéo, qualificacdo e posteriormente as validagdes.

A Instrucdo Normativa n° 138 de 30 de marc¢o de 2022, dispde sobre as Praticas de Fabricacao
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complementares as atividades de qualificacdo e validagdo, onde estdo descritas as orientacfes para

executar o processo, iniciando pelos Protocolos de Validacao (PV).

Protocolos de Validagéo (PV) podem ser definidos como:

Documento que descreve as atividades a serem realizadas na validagdo/qualificacéo
de um projeto especifico, incluindo cronograma; as responsabilidades; os parametros
criticos do processo; os atributos criticos de qualidade, critérios de aceitacdo
associados para a aprovacao da qualificacdo/validagdo de um processo produtivo; de
um procedimento de limpeza; de um método analitico; de um sistema
computadorizado; etc (INSTRUCAO NORMATIVA N°138 DE 30 MARCO DE
2022).

A empresa deverd manter um programa de manutencdo preventiva e calibracdo dos
instrumentos de medicdo, no intuito de garantir a confiabilidade dos resultados. A calibracdo devera
ser realizada por uma empresa devidamente autorizada e a empresa contratante contara com um
sistema de critério de aceitacdo para avaliacdo das calibragdes (RDC N° 47, de 25 de Outubro de
2013).

As acbes documentadas para as instalagdes, sistemas e equipamentos, sdo chamadas de
qualificacdes. As qualificacdes sdo classificadas como: qualificacdo de projeto (avalia o projeto e
documenta a aprovacdo), qualificacdo de instalacdo (avalia a instalacdo do equipamento/sistema),
qualificacdo de operacgéo (avalia a operacdo do equipamento/sistema) e a qualificacdo de desempenho
(‘avalia o desempenho do equipamento/sistema) (McPOLIN, 2009).

Os desenvolvimentos de métodos analiticos contribuem para a qualidade de servigcos
essenciais & sociedade e agrega dados para a ciéncia desenvolver novos trabalhos cientificos.

Para a etapa de Validacdo do Método analitico é necessario planejamento, e 0 uso dos
documentos (protocolos) descrevendo as etapas de abragéncias, equipamentos, materiais, dentre
outras particularidades (EURACHEN, 2019).

Apds definicdo do método analitico a ser validado, o protocolo de validacdo deverad ser
elaborado contemplando todos aspectos: paramentos, critérios de aceitacdo e metodos de avaliacdo
(ferramentas estatisticas a serem utilizadas), instrumentos qualificados, equipamentos qualificados,
pessoal treinado, reagentes e grau de pureza (Figura 1) (SINDUSFARMA, 2016).

O presente trabalho, foi desenvolvido a partir da necessidade de andlise quantitativa do ativo
PHMB (Polihexametileno de Biguanida) no produto acabado em dois desinfetantes hospitalares
fabricados na cidade de Uberaba-MG, por uma empresa que fornece para o mercado nacional
produtos para higiene e limpeza profissional. Inicialmente, o desenvolvimento do método de analise
comegou na Universidade de Uberaba, pelo Programa de Mestrado Profissioanl em Engenharia

Quimica. Os primeiros testes para o desenvolvimento do método quantitativo foram realizados no
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equipamento Espectrofotémetro UV-VIS da Universidade de Uberaba.

Figura 1 — Fluxograma de Validagdo de Métodologia Analitica

Fonte: Autor, (2022)

A limpeza estd associada com o bem estar e salde do ser humano. Especialmente em
ambientes hospitalares as técnicas de limpeza e desinfeccdo devem ser definidas e as equipes
responsaveis treinadas, no intuito de garantir seguranca e higiene para o ambiente. Além dos
procedimentos e treinamentos, é imprescidivel a utilizacdo de produtos saneantes de qualidade como
detergentes e desinfetantes especificos, por exemplo (SOUZA, et. al; 2021).

Neste contexo de limpeza e desinfeccdo, os desinfetantes hospitalares atuam como
responsaveis na eliminacdo de cargas microbianas dentro das areas hospitalares. Atualmente, tem-se
detectado cepas bacterianas multirresistentes, o que tem exigido formulacBes de desinfetantes
eficazes e desenvolvimento de técnicas de limpeza estratégicas.

Desde a década de 1960, biocidas (substancias ativas que exterminam, neutralizam, previnem
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ou impedem a acdo de microrganismos Vivos indesejados, como fungos e bactérias), com carater
catibnico vem sendo usados na industria saneante, dentre eles pode-se citar os quaternarios de
amonio, as bisbiguanidas e as biguanidas. A combinacdo do quaternéario de aménio 52 geracdo com o
polihexametileno biguanida (PHMB), potencializou a atividade biocida sendo opgéo eficaz a diversas
cepas bacterianas patogénicas presentes no ambiente hospitalar (MOORE; GILBERT; 2015).

Atualmente, devido o surgimento de novas cepas multi-resistente, o mercado tem
desenvolvido novos “blends”, ou seja, mistura de ativos compativeis para pontencializar a agdo
desinfetantes direcionados para area hospitalar. A formulacdo dos desinfetantes hospitalares em
estudo desenvolvidos ao longo deste trabalho, € uma combinacgdo de ativos quaternario de aménio e
o0 PHMB (Polihexametileno de Biguanida), testados e aprovados pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria).

Para o quaternario de amonio, existe o método de andlise titulométrico desenvolvido e
descrito na Farmacopéia Brasileira. Porém, para o ativo de PHMB (Polihexametileno de Biguanida)
ndo, o que justifica o desenvolvimento e validacdo da metodologia de analise para o ativo.

O PHMB é uma solucéo aquosa de 20% de polihexametileno biguanida, estrutura de polimero
composta por duas guanidinas unidas por um nitrogénio, podendo ser representada com uma faixa de
massa molecular de 400 a 8000, com tamanho de n=2 a n=40, comumente com a média n=11 (Figura
2), (Regulation (EU) N° 528/2012, 2015).

Figura 2 — Estrutura do Polihexametileno de Biguanida.

Fonte: Molview, (2022)
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A eficacia do PHMB, se deve a danos irreversiveis causado a componentes celulares, que
atinge a membrana citoplasmatica, causando a morte bacteriana. O PHMB interage com a membrana,
principalmente com os fosfolipideos, o que ocasiona a letalidade da celula.

Os quaternarios de amoénio (Figura 3), sdo estruturas que apresentam pelo menos um
nitrogénio com carga positiva, ligados por meio de ligagfes covalentes a outros quatro grupos alquil.
Os compostos de quaternarios ndo sdo sensiveis ao pH e o principal processo de sintese é pela rota
nitrilica. Onde ocorre, a reacdo de um 4acido graxo com amodnia envolvendo altas temperaturas,
permite a formacdo da nitrila, que posteriormente é convertida para amina primaria, usando
catalisador de cobalto ou niquel. Essa complexidade nas reacfes para obtencdo dos quaternérios,

explica o fato dos precos dos tensoativos catidnicos serem normalmente mais altos (DALTIN, 2011).
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Figura 3 — Representacdo de uma cadeia de quaternario de amonio.
Fonte: Moliew, (2022).
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2. OBJETIVO

O objetivo dessa pesquisa foi desenvolver e validar o método de anélise para quantificacdo do
ativo PHMB (polihexametileno de biguanida) em desinfetantes hospitalares, usando o
Espectrofotometro UV/VIS.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Garantir o teor do ativo PHMB (Polyhexametileno de biguanida) nos lotes de produto

acabado, no intuito de assegurar a qualidade e eficacia do produto.

e Avaliar a possivel interferéncia dos outros componentes quimicos contidos na

formulacéo por meio do estudo estatistico desenvolvido.

e Empregar espectrofotometria para avaliar o atendimento as normas para quantificagdo

de PHMB na formulagéo dos desinfetantes hospitalares.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LIMPEZA E DESINFECCAO EM AMBIENTES HOSPITALARES

O desenvolvimento de cepas multiresistentes aos antibioticos em ambientes hospitalares, vem
ganhando notoriedade no cenéario da saude. Estudos recentes, trazem evidéncias que o risco de
pacientes imunosuprimidos adquirirem uma infec¢cdo com microrganismos multiresistentes € alto, se
0 processo de limpeza e desinfeccdo ndo forem adequados. Porém, a desinfeccdo com o ativo correto
nas areas hospitalares podem reduzir a carga microbiana, trazendo seguranca e bem estar ao paciente
(RUTALA; WEBER, 2019).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), disponibiliza um guia de Limpeza e
Desenfeccdo de Superficies, com orientagOes estratégicas. O desenvolvimento de técnicas incorretas
de limpezas e desinfec¢éo de superficies , pode favorer a proliferacdo dos mircorganismos.

Segundo o guia de (Seguranca do Paciente em Servigos de Saude Limpeza e Desinfecgédo de
Superficies, 2010), os setores com alto risco de contaminacdo podem ser classificadas como: areas
criticas, semicriticas e ndo criticas. As areas criticas sdo definidas como as que existem o maior risco
de transmissdo, onde se realizam os procedimentos de riscos, como por exemplo, Unidade de Terapia
Intensiva, Centro Cirargico e Centro de Obstetricia. As areas semicriticas sdo aquelas ocupadas por
pacientes com baixa transmissibilidade e doencas ndo infecciosas, exemplo, enfermarias,
apartamentos, ambulatorios e banheiros. As areas ndo criticas, sdo as demais, exemplo, copa e
vestuarios (Figura 4).

No cenario hospitalar, existem legislacdes especificas para os critérios de avaliacdo dos
fornecedores de produtos de limpeza a serem utilizados, no intuito de assegurar a qualidade e eficacia
(formatar) da limpeza. Além, das orientacGes dos acessorios e equipamentos utilizados no processo.

O hospital contard com uma equipe SICH (Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar),
responsavel por selecionar, testar e aprovar os produtos saneantes, dentro do hospital (SOUZA, et. al;
2021). Dentre as diversas diretrizes legais a serem seguidas dentro dos hospitais, pode-se destacar as
RDC n° 700 de 13 de Maio de 2022, que dispbe sobre o Regulamento Técnico para produtos com
acdo antimicrobiana utilizados em artigos criticos e semicriticos.

Para um desinfetante hospitalar ser comercializado, o fabricante devera envolver uma série de
exigéncias regulatérias no intuito de assegurar a qualidade e desempenho do produto. Dentre diversas
pode-se citar os registros com os laudos comprovando a eficacia frente a diversos microorganismos
(Tabela 1), prevista a RDC n° 700 de 13 de Maio de 2022.



Figura 4— Locais em ambientes hospitalares considerados como propagador de microrganismos.

Fonte: PIDAC, (2018).
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Tabela 1 — Microrganismos para avaliagdo da atividade antimicrobiana RDC N° 700/2022

CLASSIFICACAO MICRORGANISMOS TESTE

Desinfetante de nivel intermediério Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Trichophyton mentagrophytes,
Candida albicans, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium
bovis (BCG).

Desinfetante de alto nivel Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa, Trichophyton mentagrophytes,
Candida albicans, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium
bovis (BCG), Mycobacterium massiliense, Bacillus subtilis,
Clostridium sporogenes.

Fonte: (RDC n° 700 de 13 de Maio de 2022)

A (RDC N° 700 de 13 de Maio de 2022) define como desinfetante de nivel intermediario:
produto que destréi bactérias vegetativas, micobactérias, a maioria dos virus e fungos em um periodo
de tempo comprovado e desinfetante de alto nivel: produto que destréi todos os microrganismos em
um periodo de tempo comprovado, exceto um namero elevado de esporos bacterianos.

As limpezas podem ser classificadas como, limpeza concorrente: tem como finalidade
organizar e limpar o ambiente, repor materiais e recolher residuos, envolve a limpeza de pisos,
janelas, equipamentos, portas, dentre outros. A limpeza terminal € mais completa, envolve todas as
superficies do ambiente. Geralmente, ocorre nos casos de altas hospitalares, obitos e transferéncias de
pacientes (Seguranca do Paciente em Servicos de Saude Limpeza e Desinfeccdo de Superficies,
2010).

3.2 AGENTES DE LIMPEZA

Se antes 0 mercado consumia os sabdes quase que exclusivamente, a evolugdo de tecnologia e
desenvolvimento dos tensoativos nos ultimos 60 anos, apresentou uma gama de diversidade de
tensoativos ao mercado (DALTIN, 2011).

Os tensoativos podem ser aniénicos (quando dissociados em agua adquire uma carga
negativa), catiénicos (quando dissociados em agua adquire uma carga positiva), ndo idnicos (cargas
positivas e negativas dispersas pela molécula) e os anféteros (se comportam como idnico ou catiénico
dependendo do pH do meio) (DALTIN, 2011).

A limpeza pode ser definida como a agéo por friccdo de remocdo de um corpo estranho como

a poeira, material organico (sangue, secre¢do, microrganismos, etc.). E a desinfeccdo como processo
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de remocdo de micorganismos na forma vegetativa, por meio de agentes quimicos ou fisicos. A
associacdo da limpeza e desinfeccdo, é de extrema importancia, pois o material organico pode
inativar o ativo do desinfetante (PIDAC, 2018).

Segundo RUTALA e WEBER (2019), define a diferenca entre desinfetante e sanitizante, o
desinfetante € um produto que mata todos 0s microrganismos patogénicos mas nao necessariamente
todas as formas microbianas esporuladas em objetos e superficies inanimadas e sanitizante: é um

agente/produto que reduz o nimero de bactérias a niveis seguros de acordo com as normas de saude.

Os detergentes, tem 0 poder de estabilizar a emulsdo do material orgénico e suspencéo de
6leos e graxas por interacdo das cargas dos tensoativos-sujidade até o enxague, 0s tensoativos
apresentam uma parte com caracteristica apolar ligada a uma outra parte com caracteristica polar
(DALTIN,2011).

Diversos desinfetantes sdo utilizados na area hospitalar, estes incluem alcoois, cloro e
compostos de cloro, formaldeido, glutaraldeido, orto-ftalaldeido, peréxido de hidrogénio, iodoforos,
acido peracético, fenolicos e compostos de quaternarios de aménio (RUTALA;WEBER, 2019).
Porém, esses produtos precisam estar devidamente registrados e cumprindo 0s requisistos da

legislacao.

Um estabelecimento de saude deve ter procedimentos de limpeza e desinfec¢cdo bem escritos e

definidos, atribuindo responsabilidades, frequéncia e nivel de limpeza.

3.3 TENSOATIVOS CATIONICOS

Os tensoativos catidnicos ndao apresentam uma boa solubilidade em agua e estabilizacdo da
sujidade, porém apresentam alta adsorcdo em superficies e atuacdo como bactericida. As membranas
protéicas dos microrganismos apresentam superficies carregadas negativamente e 0s tensoativos
catibnicos apresentam forte adsorcdo impermeabilizando a superficie, causando a deshaturacdo da
célula (DALTIN, 2011).

3.3.1 QUATERNARIO DE AMONIO

Dentro do grupo dos tensoativos catidnicos destaca-se o quaternario de aménio que, tem a

férmula comum R,N*X~, composto de nitrogénio organico que faz as ligagdes covalentes com
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outros quatro grupos organicos, heterociclicos em que o nitrogénio estd ligado a dois carbonos por
ligacdo simples ou dupla. A rota de sintese dos quaternarios disponiveis no mercado, parte de uma
amina terciaria e um agente alquilante, os mais utilizados sdo os cloreto dimetil, sulfato dimetil,
sulfato dietil e cloreto de benzila (Tabela 2), envolvendo pressdo e temperatura especifica. Ja as
aminas comerciais sdo produzidas a partir de gorduras e 6leos naturais, olefinas e acidos graxos
(KIRK-OTHMER,2004).

Tabela 2 — Agentes Alquilantes usados na sintese dos quaternarios.

Agente Alquilante Foémula Quimica CAS NUMBER Quaternario Final
Cloridrato dimetil CH5Cl 74-87-3 R;N*CH, cl™
Sulfato dimetil (CH3),S0, 77-78-1 R;N*CH, CH3S0,
Sulfato de dietil (CH5;CH,),S0, 64-67-5 R;N*tCH; CH; CH,CSO,
Cloridrato de benzil C¢HsCH, Cl 100-44-7 R3;N*CH, CyCs cl~

Fonte: (KIRK-OTHMER, 2004)

3.3.2 PHMB (Polihexametileno de biguanida)

Os desinfetantes de carater catiénico, vem sendo empregados na assepsia de ambientes
hospitalares a varias décadas, e sua eficacia comprovada continua sendo a base da desinfec¢cdo desses
ambientes. Dentre a diversidade de ativos que se encontra no mercado, pode-se citar, 0S compostos
de quaternario de amonio, bisbiguanidas (clorexidina) e as biguanidas poliméricas (Vantocil)
(MOORE; GIBERT, 2005).

O amplo espectro antimicrobiano do grupo das biguanidas tem-se destacado como ativo
usado nas formulacdes de sanitizantes. A biguanida é comercializada como Vantocil 1B, ¢ estudado e
indicado como ativo de desinfetantes hospitalares para desinfeccdo de artigos semicriticos, pisos,
paredes, dentre outros pelo amplo espectro contra bactérias Gram positivas, Gram negativas, virus e
microrganismos resistentes a antibioticos (MOORE; GILBERT; 2005).

As primeiras sinteses, ocorreram no século XX, porém o processo complexo de sintese e a
formacdo de aminas e cianoguanidina em sua posicdo final (Figura 5) impediram o uso
farmacologico do ativo. Entretanto, uma sintese adicional levou ao desenvolvimento das
bishiguanidas, comercializadas como clorexidina (MOORE; GILBERT; 2005).

A clorexidina é empregada em lavagens cirurgicas de maos, usada como antisséptico em

varios tratamentos de feridas, existe inimeros trabalhos cientificos provando sua eficiéncia frente a
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microrganismos.
Em 2009, a Agéncia Europeia de Produtos Quimicos aceitou o dossié apresentado pela
empresa Lonza, solicitando a inclusdo do PHMB na lista de biocidas (ECHA,2015).

Amina no final da cadeia

Cianoguanidina no final da
cadeia

Figura 5 - Biguanida com formacdo do grupo de amina e cianoguanidina
Fonte: (Moore; Gilbert, 2005)

No mecanismo de atuacdo o PHMB é adsorvido na superficie da bicamada fosfatidilglicerol
(PG), via interacdo com os grupos de 21 cabecas polares dos lipidios com os grupos biguanida. Essa
interacdo provoca uma desorganizacdo na bicamada de fosfatidilglicerol que por sua vez leva a
aumento de fluidez, expansdo lateral e maior permeabilidade. Essas alteraces causam uma falha no
mecanismo de defesa da célula e a ruptura da parede da mesma. O PHMB provoca na célula
bacteriana a perda de substancias de baixo peso molecular, como ions de potassio, célcio e a inibicdo
de enzimas responsaveis pela unido da membrana, como por exemplo a ATPase. Subsequentemente
ha a ruptura da membrana plasmatica que pode induzir a perda de substancias macromoleculares e a
precipitacdo das substancias celulares (MELO,2018).

As superficies externas das células bacterianas, possuem carga negativa muita das vezes
estabilizadas por cétions divalentes como o Ca?* e Mg?* (Figura 6 — a), o que justifica a afinidade
entre biocidas catiénicos. O PHMB relativamente hidrofdbico, interage com a parede e a membrana
deslocando os cations bivalentes (Figura 6 —b e c), levando a dissolu¢do da membrana bacteriana
(Figura 6-d) (MOORE; GILBERT; 2005).

A interacdo do PHMB (polihexametileno de biguanida) e o quaternario de amoénio
pontencializa a efetividade da interacdo com as células bacterianas, nas pesquisas desenvolvidas por
McGeechan, (2012), os resultados com formulagdes contendo o mix de quaternério de amonio e
PHMB, obtiveram resultados efetivos contra a cepa Pseudomonas aeruginosa, enguanto em

formulagdes contendo somente quaternario de aménio ou somente PHMB, obtiveram baixa atividade
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antimicrobiana.

(a) (b) Ca” o

Ca™

Dominio hidréfobico

Fosfolipideos Proteinas

Figura 6 - A presenca do PHMB destabiliza os Ca?* presente na célula, os grupos de hexametileno do PHMB
séo hidrofdbicos interagindo com os fosfolipideos que também séo hidrofébicos, levando a dissolugéo da
membrana.

Fonte: (Moore; Gilbert, 2005)

3.4 METODO DE ANALISE ESPECTROFOTOMETRO UV/VIS

A espectrofotometria € uma técnica analitica muito utilizada para quantificar espécies
quimicas, baseia-se na medida da absorcdo da radiacdo eletromagnética nas regides do visivel e
ultravioleta por espécie quimicas em solucdo. As radiacGes eletromagnéticas sdo classificadas quanto
ao comprimento de ondas, recebem denominacgdes descritas na (Figura 7), a regido cujas radiacbes
sdo perceptiveis ao olho humano é chamava de visivel (FILHO; et. al. 2010).

Quando um feixe de radiagdo de comprimento de onda definido e intensidade I, incide sobre
uma amostra, uma parte dessa energia é absorvida I, e outra parte transmitida I, e outra parte é

refletida ou espalhada I,., conhecida como a Lei de Beer (Figura 8).
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Figura 7 — Tipos de radiacdo de acordo com o comprimento de onda
Fonte: FILHO; et. al. (2010)
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Figura 8 — Feixe incidente

Fonte: FILHO; et. al. (2010)
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Através dessas observacGes, uma equacdo foi expressa para relacionar absorcdo com a

concentracdo Equacéo (1).

A=abc=logll—°= —logT
t

1)

Sendo, A= absorbancia; a= absortividade (L g~ cm~1); b = comprimento do caminho que

a luz tem que atravessar na cuba ou qualquer recipiente onde esteja a solugdo (cm); c

concentracdo da espécie absorvente (g L?); I, = feixe incidente; I, = feixe transmitido; T

transmitancia.
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A absorbéncia de uma solucéo esta relacionada com a transmitancia. Quando a absorbancia de
uma solugdo aumenta, a transmitancia diminui. Transmitancia e absorbancia tendem a ser grandezas
complementares. Assim, sua soma (para a mesma energia e comprimento de onda incidente) ¢
aproximadamente igual a 1, ou 100%. Se 90% da luz ¢é absorvida, entdo 10% ¢ transmitida (KASVI,
2018).

ro @

Sendo, T = transmitancia; I, = feixe incidente e I,= feixe transmitido

O principio de funcionamento de um espectrofotébmetro (Figura 9) pode ser resumido da
seguinte forma: o equipamento que |é o sinal elétrico (detector) como absorbancia, que é
proporcional a concentragdo da substancia absorvente existente na cubeta, realiza a leitura

transmitindo o sinal para o computador (KASVI, 2018).

=) B =)

Figura 9- (a) fonte de luz, (b) colimador, (c) prisma ou rede de difracdo, (d) fenda seletora (e) cubeta
contendo solucdo, (f) detector, (g) leitor.

FONTE: (KASVI, 2018)

A cubeta, também chamada de célula, é o recipiente que contém a amostra, utilizada para
permitir a leitura Optica. A de quartzo é usada para a regido ultravioleta do espectro, ja a de vidro é
usada para a faixa visivel e a cubeta de acrilico, para ensaios rapidos e menos exigentes (KASVI,
2018).

3.5 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

As metodologias analiticas sdo muito utilizadas nos laboratorios de controle de qualidade
como um meio de obter resultados de medi¢fes de concentracBes de substancias quimicas, com
objetivo de garantir a qualidade de um determinado produto. A confiabilidade dos resultados envolve

além das metodologias de anélises, diversos fatores como 0 uso de equipamentos e instrumentos:
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balancas, vidrarias (balBes, pipetas, buretas) e técnicas utilizadas (VOGEL, 2002).

A relacéo de confiabilidade dos resultados obtidos é tema de constantes discussdes técnicas e
tem se mostrado cada vez mais forte dentro da comunidade industrial, sendo chamado de Validacéo
de Metodologias Analiticas (PEREZ,2010).

Segundo a NBR ISO/IEC (17025:2017), a validacdo ¢ definida como “confirmagao por exame
e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos”.

Os 6rgdos reguladores em diversos paises que tratam das normalizacdes de metodologias
analiticas e validagBes analiticas, sdo 6rgdos que conversam entre si, por exemplo: FDA (Food and
Drugs Administration), WHO (Word Health Organization), USP (United States Pharmacopeia),
dentre outros.

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) dispde de uma Resolucao
Normativa que estabelece critérios sobre a validagéo de métodos analiticos, a RDC N°166 de 24 de
Julho de 2017, que trata dos parametros: seletividade, linearidade, efeito matriz, faixa de trabalho,
precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez. A Resolucdo Normativa
disponibiliza dentro do corpo de texto no Anexo | , um quadro classificando os parametros a serem
avaliados e estudados de acordo com a necessidade, descrito nesta dissertacdo através da (Tabela 3).

Os parametros séo descritos na sequéncia.

Tabela 3 - Pardmetros a serem considerados na validacdo de metodologia de acordo com a RDC n° 166 de 24
Julho de 2017.

Parédmetro Avaliado Identificacdo Teste de Impureza Doseamento
-dissolucdo(quantificagdo)
-uniformidade de contetido

Quantitativo Ensaio Limite -poténcia
Exatidao ndo sim ndo sim
Precisdo Repetibilidade ndo sim nédo sim
Precisdo Intermediaria nao sim @) nao sim@
Seletividade @ sim sim sim sim
Limite de Detecgdo néo nao® sim ndo
Limite de Quantificacio néo sim néo nao®
Linearidade ndo sim ndo sim
Intervalo ndo sim ndo sim

Fonte: (RDC n° 166 , de 24 de julho de 2017)

@ Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, ndo é necessario conduzir a precisdo intermediaria
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@ Nos casos de ensaios de identificacdo, pode ser necessaria a combinagio de dois ou mais procedimentos
analiticos para atingir o nivel necessario de discriminacéo.
®  Pode ser necessario em alguns casos

3.5.1 SELETIVIDADE

Segundo Mettler Toledo, (2022), a “seletividade é a capacidade do método em medir
inevocadamente o analito na presenga de outros componentes que podem estar presentes na amostra”.

O estudo de seletividade envolve a demonstragdo por meio de comparagdo dos resultados de
analises de preparagdes contendo o analito de estudo, contra amostras nos quais o analito de interesse
est4 ausente, nomeada como matriz (SINDUSFARMA, 2016).

Segundo a (RDC n° 166 de 24 de julho de 2017), a matriz pode ser defida como “composigao
gue mimetiza a amostra sem a presenc¢a do analito” e o analito como “substancias ou conjunto de
substancias de interesse que se pretende identificar ou quantificar”. Neste estudo: desinfetante
concentrado e desinfetante diluido, o analito de interesse é 0o PHMB (polihexametileno de biguanida),
uma das matérias-primas (ativo) presentes na formulacao.

Para a analise dos resultados, aplica-se dois testes de hipoOteses no intuito de avaliar a
homogeneidade das variancias e comparacdo de médias por nivel de concentracdo (COSTA, 2022).

O teste F de Snedecor foi desenvolvido inicialmente por Ronald Alymer Fisher em 1922,
porém foi tabelado por Snedecor em 1934, que tem como objetivo comparar a variancia de dois
grupos, mostrando se ha diferenca entre os grupos. O F,,; é a razéo entre a variancia de dois grupos,

sendo F.,; >1, ou seja, F é a razdo da maior variancia pela menor variancia; Equacao (3).

Fear= (3)

Sendo, Si; = desvio padrao do grupo 1 ; Si, = desvio padrio do grupo 2.

Os valores de F;,;, sdo tabelados em funcdo dos nimeros de graus de liberdade, estimativas
de variancia e niveis de probabilidades, consultar tabela com p=0,05, o valor de p representa a
probabilidade da hipdtese nula ser verdadeira. Posteriormente, compara-se F,,; € F;4;, para aceitacao

ou rejeicdo da hipotese:

Hipdtese Nula F.,; < Fp, : as varidncias sdo estatisticamente iguais, isto €, a matriz ndo
tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de concentragéo.
Hipdtese alternativa F.,; > Fy,, : as variancias sdo estatisticamente diferentes, isto é, a

matriz tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de concentracéo.



35

Com os resultados obtidos pelo teste F-Snedecor, aplica se o teste T-Student para analisar as
médias. Quando se aceita a hipotese nula e recusa-se a hipotese alternativa do teste F-Snedecor,
parao t., usa-se as Equacdo (4) e Equacdo (5), e quando rejeita-se a hipdtese nula e aceita-se a

hipotese alternativa, usa-se a Equacédo (6) (REGO, 2017).

tear = 1 1
S, ,—+—
49 \ny ny

5. = \[ [(ny-1)$2+ (ny—1)SZ] 5)

g (n1+n,-2)

Sendo, S, = desvio padrao agrupado; n; = numero de amostas do grupo 1; n, =
nimero amostras do grupo 2 ; S; = desvio padrao do grupo 1; S, =
desvio padrao do grupo 2; x; = média aritmética do grupo 1; x, =

média aritmética do grupo 2 ;

(x1-%3)
teal = = (6)

Posteriormente, aplica se o teste t-Student, para o t,,;, consultar a tabela t-Student, para uma

significacdo de p=0,05.

Hipotese Nula t.,; < t.p - @S médias sdo estatisticamente iguais, isto €, a matriz ndo tem
um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de concentracao.
Hipotese alternativa t.,; > t;q; : as médias sdo estatisticamente diferentes, isto é, a matriz

tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de concentragéo.
3.5.2 LINEARIDADE E FAIXA DE TRABALHO

Linearidade de um procedimento analitico refere se a habilidade dentro da faixa de trabalho
em obter resultados nos quais sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra
(ICH, 2022).

Segundo (BELOUAFA, et. al. 2016), a “regressdo linear avalia a relagdo entre duas varidveis
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ajustando uma equacéo linear para os dados observados”. A equacgdo da regressao linear pode ser

representada pelas Equacdo (7), Equacéo (8) e Equacéo (9).

y= a+ bx @)
_Xy-bXx

q =222 (8)
_ nZy)-Ex) )

b= nYx2-(%x)> ©)

Sendo, x = variavel independente, y = variavel dependente, b = coeficiente angular e a =

intercepto (valor de y quando x = 0).

Observa-se através do valor que o R?, a linearidade de um modelo. O critério de aceitacdo
descrito na RDC n° 166 de 24 de julho de 2017, descreve um R?> 0,990. Entretanto, deve-se avaliar a
distribuicdo dos dados, ou seja, se a variabilidade dos erros é constante ou ndo se correlaciona,
espera-se que o modelo linear seja constante.

A homocedasticidade pode ser definida como a avaliagdo da variagdo dos dados (x) em torno
da linha de regressao, influenciada pela aleatoriedade dos erros. Um modelo heterocedastico, indica
que o modelo linear ndo se ajusta de forma correta aos dados observados (BUSSAB; MORETTIN,
2017).

3.5.3 PRECISAO
Segundo o (INMETRO, 2020) as trés maneiras mais comuns de se expressar a precisao €
através da repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, sendo expressa pelo desvio

padrdo e o desvio padrao relativo.

Desvio padréao: medida da dispersdo dos valores no conjunto de amostras, Equacéo (10).

g = /HXT—X_)Z (10)

Sendo X;= valor individual dos dados, X = média, n = niimero de elementos do conjunto de
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dados.

Desvio padrao relativo: é o desvio padrdo expresso em porcentagem Equacédo (11), muito

usado para representar os critérios de aceitacdo da exatidao, precisdo e repetibilidade.
% DPR = 2 100 (11)

Sendo S = Desvio padrdo, X = média aritmética

3.5.3.1 REPETIBILIDADE

Condicdo de medicdo em um conjunto de condi¢Bes, as quais incluem o mesmo
procedimento de medicdo, 0s mesmos operadores, 0 mesmo sistema de medi¢do, as mesmas
condicdes de operacdo e o mesmo local, assim como medicdes repetidas no mesmo objeto ou em
objetos similares durante um curto periodo de tempo (VIM,2012).

Os resultados obtidos através das Equacdo (10) e Equacdo (11), sdo comparados com a

(Tabela 4) sugerida como critério de aceitacao.

Tabela 4 — Critério de aceitacdo para Repetibilidade.

Analito % Fracéo Massica (C) Unidade DPR %
100 1 100% 1,3
10 1071 10% 1,9
1 1072 1% 2,7
0,1 1073 0,1% 3,7
0,01 107 100 ppm (mg/kg) 53
0,001 107° 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 10°° 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 1077 100 ppb (ug/kg) 15
0,000001 1078 10 ppb (ng/kg) 21
0,0000001 10-° 1 ppb (ug/kg) 30

Fonte: AOAC, (2016)
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3.5.3.2 PRECISAO INTERMEDIARIA

A precisdo avaliada sob condi¢Ges que compreendem o mesmo procedimento de medicgéo, 0
mesmo local e medicgdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos similares, ao longo de um periodo
extenso de tempo, mas pode incluir outras condi¢gBes submetidas as mudangas (VIM,2012). A
avaliacdo da precisdo intermediaria, ocorre de forma a avaliar se houve diferenca estatistica entre as

mudancas, se recomenda a avaliacdo pelo ANOVA.
3.5.4 EXATIDAO

Exatid&o refere-se a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o estimado pelo
processo analitico, demonstrado através da Equacao (12), onde as amostras podem ser forticadas

com o analito pelo menos em trés (3) diferentes concentracdes (baixa, média e alta).

Recuperacio (%) = (CIC_—CZ) 100 (12)

3
sendo: €, = Concentracdo do analito na amostra fortificada (produto comercial com excesso do
analito), ou seja, para o desinfetante diluido “solu¢cdo Amostra 4’ e para o desinfetante
concentrado ’solu¢do Amostra 5”; €, = Concentracdo do analito na amostra ndo fortificada,
produto comercial, ou seja, para o desinfetante diluido “solu¢do Amostra 1’ e para o desinfetante

concentrado solugcdo Amostra 2”; C;= Concentracdo do analito adicionado a amostra

fortificada (apenas dissolvido em agua), ou seja, “solu¢do de Amostra 3.
Os resultados obtidos através da Equacéo (12) sdo comparados com a (Tabela 5).
3.5.5 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

Limite de deteccdo (LD) de um procedimento analitico individual € a menor quantidade de
analito na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as condicoes
estabelecidas para o ensaio (ICH, 2022).

Limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico individual é a menor quantidade
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do analito na amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisdo e exatiddo
aceitaveis(ICH,2022).

Tabela 5 — Critérios de aceitacao para recuperagdo média.

Analito %  Fracgdo Massica (C) Unidade Recuperacao média, %
100 1 100% 98-102
10 1071 10% 98-102
1 1072 1% 97 - 103
0,1 1073 0,1% 95 - 105
0,01 10~* 100 ppm (mg/kg) 90 - 107
0,001 1075 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 10~ 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 1077 100 ppb (ng/kg) 80 - 110
0,000001 1078 10 ppb (ng/kg) 60 - 115
0,0000001 107° 1 ppb (ug/kg) 40 - 120

Fonte: AOAC, (2016)

Em uma analise é importante conhecer a menor concentracdo detectada pelo método analitico,
o termo “limite de detec¢dao” indica que ¢ suficiente fornecer a distingao do sinal do branco e analito.
O limite de deteccéo pode ser definido como a concentracdo de um elemento que da um sinal igual a
trés vezes o nivel sinal-ruido da linha base (S,), representado pelo desvio padrédo Equagdo(13).

O limite de quantificacdo pode ser estimado a partir da comparacdo do sinal analitico obtido
para uma amostra contendo baixas concentracGes da espécie de interesse com o sinal de uma amostra
do branco e estabelecendo a concentracdo minima em que a espécie de interesse pode ser
quantificada com confiabilidade. Em geral, considera-se aceitavel uma relacdo sinal-ruido de 10:1,

conforme Equacdo (14).

LD = 38, (13)

sendo: LD = Limite de deteccio ; S, = Desvio padrao das leituras

LO =105, (14)

sendo: LQ = Limite de quantificacao; S, = Desvio padrao das leituras.
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A validacdo de metodologia analitica, envolve a conformidade do processo e é exigida
quando o método de andlise ndo esta descrito nos compéndios oficiais. A confiabilidade do método é
demonstrada através da estatistica.

No meio estatistico, os erros sdo parametros de observacdo decisivos nos resultados, e podem
ser divididos em erros sistematicos e erros aleatdrios, o primeiro estd relacionado aos erros
operacionais, erros instrumentais e de reagentes e erros de método, j& os erros aleatérios, sdo aqueles
que ocorrem de forma que ndo pode ser controlada, isso devido a dificuldade de deteccdo das
variagOes de medidas de uma amostra, realizadas por um analista (VOGEL, 2002).

Uma consequéncia do erro sistematico é acuréacia que é definida como sendo a concordancia
entre uma média e o valor verdadeiro ou mais provavel da grandeza. A acurécia pode ser medida pelo
método absoluto e 0 método comparativo (VOGUEL, 2002)

Existem formas de reduzir os erros sistematicos partindo de calibracdo dos instrumentos,
determinacdo do branco de uma amostra, analise e controle, 0 uso de métodos de analise
independentes, determinacdes paralelas, adi¢do padrdo entre outras (VOGEL,2002).

Segundo a (RDC N° 166 DE JULHO DE 2017), “a utilizagdo de método analitico nao
descrito em compéndio oficial reconhecido pela ANVISA, requer a realizacdo de uma validagédo
analitica”.

Além da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), o INMETRO (Instituto de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial), também disponibiliza procedimentos para
validacdo de metodologias analiticas. O INMETRO, é uma agéncia vinculada ao Ministério da
Economia, que possui competéncias de executar politicas nacionais de metrologia e avaliacdo de
conformidade (Conforme a ABNT NBR ISO 17025:2017 ); inspecionar normas técnicas e legais
guanto as unidades de medida, métodos e instrumentos de medicdo, por exemplo (PEREZ, 2010).

No Brasil, o Unico orgdo reconhecido para acreditacdo, é o Cgcre (Coordenacdo Geral de
Acreditacdo do Inmetro). A acreditacdo pode ser definida como o reconhecimento formal da
competéncia dos Organismos de Avaliacdo da Conformidade (AOC), é uma ferramenta internacional
para gerar confianca na atuacéo das organizacdes.

Para o estudo de validacdo analitica de cada parametro estatistico, é necessario aplicar 0s
testes estatisticos e interpretar.

A metodologia de determinacdo de teor do PHMB em dois desinfetantes hospitalares, foi
desenvolvida em laboratério e os pardmetros de desempenho para validacdo baseada no DOQ-
CGCRE-008 (INMETRO, 2020) e RDC N°166/2017, com o objetivo de obtencéo de resultados com
qualidade e confiabilidade. Os testes estatisticos foram realizados pelo Excel.

O comprimento de onda usada, 237 nm foi recomendado pelo fabricante. Entretanto,
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(KUSTERS, et. al. 2013), desenvolveu uma pesquisa para validacdo de método cromatogéfico e

avaliou-se uma faixa 6tima para leitudo do PHMB (Polihexametileno de biguanida) 237nm.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

e Balanca analitica Balanca Semi Analitica — resolucdo 0,001g - com Capela Marte;

e Baldo (100 mLell);

e Pipetas (1 mL, 2mL, 5mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL);

e Espectrofotdmetro UV-VIS Bel MODELO UV-M51 (190 nm — 1000 nm) (Figura 10);

e Cubeta de Quartzo;

@EL.

OO @0
OO @

Figura 10 — Espectrofotémetro UV/VIS Bel Enginnering.
Fonte: Autor, (2022)
4.2 METODO

As faixas de trabalho das concentracfes estudadas, foram definidas baseadas na igualdade
da concentracdo em p.p.m do analito versus a quantidade da concentracdo do analito em p.p.m no
desinfetante diluido e desinfetante concentrado. A base de célculo foi realizada a partir de 0,5 g de
analito (PHMB), indicativo do fornecedor da matéria prima.

O laudo de calibracdo do espectrofotdbmetro estd anexado no Anexo A — Laudo de
Calibragdo do Espectrofotdmetro, as tabelas com todos os resultados obtidos, estdo descritas na
secdo Apéndice A — Resultados dos testes. Detalhou-se para cada pardmetro estatistico
(seletividade, linearidade e faixa de trabalho, precisdo e exatiddo), o método de preparo das

solucBes. O branco considerado para todas as analises foi 4gua destilada, e todas as leituras foram
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realizadas na faixa de 237 nm.
O célculo de preparo das solucGes (analito, desinfetante diluido e desinfetante concentrado)
estdo disponiveis no APENDICE B — CONCENTRACOES DAS SOLUCOES.

Etapa 1 ) Pesou-se 3,333 g desinfetante concentrado em um béquer, transferiu-se a amostra
para um baldo de 1000 mL, completando o baldo com &gua até o menisco. Transferiu-se aliquotas de
0,5mL, 1 mL, 2mL, 5mL, 10 mL, 15 mL e 20 mL para 7 bales de 100 mL completando-os com
agua destilada (Figura 11). Realizou-se a leitura na faixa de 237 nm para cada concentracdo em
réplicas

Etapa 2 ) Pesou-se 133,333 g desinfetante diluido em um béquer, transferiu-se a amostra para
um baldo de 1000 mL, completando o baldo com &gua até o menisco. Transferiu-se aliquotas de 0,5
mL, 1 mL 2 mL, 5 mL, 10 mL, 15 mL e 20 mL para 5 balGes de 100 mL completando-os com agua
destilada (Figura 11). Realizou se a leitura na faixa de 237 nm para cada concentracdo em réplicas.

Etapa 3) Pesou se 0,5 g do analito (PHMB) em um béquer, transferiu-se a amostra para um
baldo de 1000 mL, completando o baldo com agua até o menisco. Transferiu-se aliquotas de 0,5 mL,
1 mL2mL, 5mL, 10 mL, 15 mL e 20 mL para baldes de 100 mL completando-os com agua

destilada (Figura 11) . Realizou se a leitura na faixa de 237 nm para cada concentracdo em réplicas

4.2.1 SELETIVIDADE:

Etapa 1 (Curva 1) — 3,333 g Matriz desinfetante concentrado.

Etapa 2 (Curva 2) — 133,333 g Matriz desinfetante diluido.

Etapa 3 (Curva 3) — 0,5 g Analito.

1

TOOS

) |

- p . N - . > .

100mL | 100mL | 100mL | (100mL | 100mL |

R o /-,' '\.\\.‘.. - )‘/.' '\-‘\:. - "/ ‘-\\\..7 / / \_\‘“77 g ‘/;
2mL 5mL 10 mL 15mL 20 mL
2 p.p-m 5 p.p.m 10 p.p.m 15 p.p.m 20 p.p.m

Figura 11 — Etapa 1, 2 e 3 para Seletividade.
Fonte: Autor (2022).
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Para cada concentracdo, realizou-se as leituras em 7 (sete) réplicatas conforme orientacfes da
ANVISA e aplicou-se testes estatisticos de hipotese para avaliagdo entre as variancias (F-Snedecor) e médias
(t-Student) dos dois grupos (matriz desinfetante concentrado versus analito) e (matriz desinfetante diluido

versus analito), a (Figura 11) representa a constucéo das solucdes para leitura no espectrofotémetro.

4.2.2 LINEARIDADE E FAIXA DE TRABALHO

Etapa 1 (Curva 1) — 3,333 g Desinfetante concentrado

Etapa 2 (Curva 2) — 133,333 g Desinfetante Diluido

Etapa 3 (Curva 3) - 0,5 g PHMB

) Y U 1
100 mL, 100mL | 100 mL 100 mL 100 mL | 100 mL
1mL 2mL 5mL 10 mL 15mL 20 mL
1p.p.m 2 p.p.m 5p.p.m 10 p.p-m 15 p.p.m 20 p.p.m

Figura 12 — Etapa 1, 2 e 3 para Linearidade e Faixa de Trabalho.
Fonte: Autor (2022)

Para cada concentracao, realizou-se as leituras em 3 (trés) réplicas conforme orientacdes da
ANVISA, realizando o estudo estatistico da linearidade na faixa de trabalho para cada um dos

grupos, a (Figura 12) representa a construcao das solucgdes para a leitura no espectrofotémetro.

4.2.3 PRECISAO

4.2.3.1 Repetibilidade: parametro com estratégia de analise realizada no mesmo dia, com um
analista e usando 0 mesmo equipamento. Realizou-se as leituras em 6 (seis) réplicas por
concentracdo conforme orientacdes da ANVISA, calculou-se a média, desvio padrdo e
desvio padrdo relativo, tendo como critério de aceitacdo os valores da (Tabela 4), a

(Figura 13), representa a construgdo das solugfes para a leitura no espectrofotémetro.
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4.2.3.2 Precisdo Intermediaria: as analises para o pardmetro precisdo intermediéria utilizou-se
dois analistas em dois dias diferentes, usando as mesmas condi¢des analiticas, ou seja,
mesmo método analitico e mesmo equipamento. Realizou-se as leituras em 6 (seis)
réplicas por concentracdo conforme orientacbes da ANVISA e aplicou-se 0 programa
estatistico ANOVA para avaliagdo estatistica do método comparandos analistas e dias, a

(Figura 14), representa a construgéo das solugdes para a leitura no espectrofotometro.

Etapa 1 (Curva 1) — 3,333 g Desinfetante concentrado

Etapa 2 (Curva 2) — 133,333 g Desinfetante Diluido

Etapa 3 (Curva 3) - 0,5 g PHMB

\;\. )
P .
100 mL 100 mL. 400 mL.
5mL 10 mL 15mL
5p.p.m 10 p.p.m 15 p.p.m

Figura 13 — Etapa 1, 2 e 3 para Repetibilidade.
Fonte: Autor (2022)

Etapa 1 (Curva 1) — 3,333 g Desinfetante concentrado

Etapa 2 (Curva 2) — 133,333 g Desinfetante Diluido

Etapa 3 (Curva 3) - 0,5 g PHMB

100mL - 100mL, 100 mL

J « \ J

smi_| | tomL

5p.p.m 10 p.p-m 15 p.p.-m

Figura 14 — Etapa 1, 2 e 3 para Precisdo Intermediaria.
Fonte: Autor (2022).
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4.2.4 EXATIDAO

Solucido Amostra 1 | | Solucio Amostra 2 | | Snlirdn Amnstra 2
133, 333 g Desinfetante diluido 3, 333 g Desinfetante Concentrado 0,5 g de analito (PHMB)

/l\ pe l‘ ~ /l‘\

:/, ° \\‘ {’ 11 :‘ ‘:/ 1 L\\.“
1br 1 I 1 1 1 1 1 1
i00mL  100mL 100 mL 100mL  100mL | 100mL 100mL  100mL 100 mL
R .:/,,/ \\w: A \\ - 4 \\\~,,,, 4 \\777;4’/' \\77: 4 \\,,,y /' \\ - 4 \\ 4
SmL | 7mL || 9mL | | Eml || 7ml || aml | | 2mL || 3ml | 4mL
5p.p.m 7p.p.m 9ppm 5 p.p.m 7ppm || 9p.pm 2pp.m || 3ppm || 4ppm

Solucdo Amostra 4

Solucdo Amostral Solugdo Amostra 3 Solugdo Amostral Solugdo Amostra3  Solugdo Amostra 1 Solu¢do Amostra 3
1 L L L I I

/,/ N /,/ y N /,/ N // ~ p ~ /,/ N
L i 1L 1L (L

5mL \A l/ 2mL 7mL \l/ 3mL 9mL\ /4mL
1 1

1

. /

A N N
{100 mL 100 mL; 100 mL
7mL 10mL 13mL
7p.pm 10 p.p-m 13 p.p.-m

Solucao Amostra 5

Solugdo Amostra 2 Solugdo Amostra 3 Solucdo Amostra 2 Solugdo Amostra3  Solucdo Amostra 2 Solu¢do Amostra 3
1 L L I I 1

/,/ N /,/ N /,/ N // ~ p ~ /,/ N
AL, e . 1L L (L

5mL \1 l/ 2mL 7mL \H/ 3mL 9mL\ /4mL
1 1

e SN e SN / l >N
/100 mL 100 mL, 100 mL

7

N

AN A

10 p.p.m 13 p.p.m
Figura 15 — Testes para Exatidéo.
Fonte: Autor (2022).
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Para verificacdo da exatiddo, realizou-se as leituras em 7 (sete) réplicas, conforme
orientacGes da ANVISA e posteriormente, os calculos da recuperacéo (%) do desinfetande diluido e
desinfetante concentrado utilizando-se da Equacdo (12) e compara-se com os critérios de aceitacao
descritos na (Tabela 5). A (Figura 15), representa a construcdo das solucdes para a leitura no

espectrofotémetro.

425 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

0,5 g de analito (PHMB) 133,333 g Matriz Desinfetante diluido
aL \ / aL
smi | )
100 mxl:}
1,0mL
0,5 p.p.m
0,5 g de analito (PHMB) 3,333 g Matriz Desinfetante Concentrado
A ) i
S b
o5mL | N /0,5 mL
100mL
1,0mL
0,5 p.p.m

Figura 16— Testes para limite de deteccdo e limite de quantificac&o.
Fonte: Autor (2022)

Para a determinacdo do limite de detec¢do e limite de quantificacdo aplicou-se a Equacéo (13)
e Equacdo (14). A (Figura 16), representa a construcdo das solugbes para a leitura no

espectrofotémetro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Seletividade

A seletividade do método analitico espectrofométrico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da
matriz (INMETRO, 2020).

Com os resultados obtidos para a solucdo analitica da matriz desinfetante diluido versus
solucdo analitica do analito (Tabela 6), e solucdo analitica da matriz desinfetante concentrado versus
solucéo analitica do analito (Tabela 7), aplicou-se os testes estatisticos de hipdtese entre 0s grupos
para avaliacdo da seletividade. Para as concentracdes da cada grupo estudado ( matriz desinfetante
diluido, matriz desinfetante concentrado e analito), plotou-se a equacgdo da reta e o R? (Tabela 8)
juntamente com a as retas (Figura 17) e (Figura 18). Os resultados de todas réplicatas estdo descritos
nas (Tabela 22) e (Tabela 23), no APENDICA A — Resultados dos testes.

Para a avalicdo das variancia entre os grupos aplicou-se o teste F-Snedecor e para avaliacdo
das médias entre os grupos, aplicou-se teste t-Student, com um nivel de confianga de 95% (p=0,05),
para ambos os testes. Observou-se que para todas as concentracdes da matriz desinfetante diluido
versus analito (Tabela 6), 0 F.,; > Fyp, (variancias estatisticamente diferentes). Para obtencdo do
F.. utilizou-se a Equacdo (3), para o F,,, utilizou-se a Tabela Distribuicdo F de Snedecor a 5%
(p=0,05). Posteriormente, aplicou-se o teste t-Student, para avaliar as médias e observou-se gque, para
todas as concentragbes da matriz desinfetante diluido 0 t.,; > t;q, OU Seja, estatisticamente as
médias entre os grupos sdo diferentes. Para o calculo do t.,;, utilizou-se a Equacédo (6) e para 0 t.q
utilizou-se a Tabela Distribuicao t-Student a 5% (p=0,05), Para 0 t;,; , disponivel no ANEXO C —
TABELA DE DISTRIBUICAO t-STUDENT e para o F,, ANEXO B — TABELA DE
DISTRIBUICAO F-SNEDECOR.

Para a matriz desinfetante concentrado, observou-se que para as concentracfes de 2 p.p.m e
15 p.p.m 0 F,4; < Fyqp (variéncias estatisticamente iguais), e para as demais concentragoes F.,; >
F.qp, (variancias estatisticamente diferentes). Para o célculo de F,,; utilizou-se a Equacéo (3) para o
F,qp Utilizou-se a Tabela Distribuicdo F de Snedecor a 5% (p=0,05) (Anexo). Posteriormente,
aplicou-se o o teste t-Student, para avaliar as médias e observou-se que, para todas as concentracoes
da matriz desinfetante concentrado o t.,; > t..p, OU Seja, estatisticamente as médias sdo diferentes.
Para o célculo do t.,, utilizou-se a Equacdo (6) para todas concentragbes, exceto para as

concentragdes de 2 p.p.m e 15 p.p.m, onde 0 F,.,; < F.4p, para essas duas concentragdes utilizou-se
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Equacdo (4) e Equacéo (5). Para o t;,, utilizou-se a Tabela Distribuicdo t-Student a 5% (p=0,05) .
Entretanto, observa-se através das linearidades obtidas (Tabela 8) que a analise é seletiva

(Figura 17) e (Figura 18) para o analito PHMB, porém foi evidenciado que para as duas matrizes

(desinfetante diluido e desinfetante concentrado) que existe o efeito matriz sobre os resultados do

método. Ou seja, 0s padrbes devem ser preparados na mesma matriz que as amostras.

Tabela 6 — Resultados estatisticos para matriz desinf. diluido versus analito.

Nivel de Solugdo analitica Média Variancia
fortificagdo (Absorbancia (si%) Feal Fra teal trap
(p.p.m) 3=237)
Matriz Desinf. diluido 0,0029 0,000001
2 Analito 0,0999 0,000006 8,000 4,284 95,079 1895
Matriz Desinf. diluido 0,0130 0,000008
5 Analito 0.2540 0.000087 10,4000 4,284 65,420 1,895
Matriz Desinf. diluido 0,0226 0,000001
10 Analito 05187 0.000011 17,615 4,284 386,6853 1,943
Matriz Desinf. diluido 0,0420 0,000005
15 Analito 07843 0.000192 41,1939 4,284 139,956 1,943
Matriz Desinf. diluido 0,0558 0,000005
20 Analito 1,0593 0.000229 49,105 4,284 173,851 1,943

FONTE: Autor, (2022)

Tabela 7 — Resultados estatisticos para matriz desinf. Conc. versus analito.

Nivel de Média

fortificagdo ~ Solucdo analitica  (Absorbancia Vaziﬂ;cia Feal Fan teal tiab
(p-p.m) A =237) |
) Matriz Adsz:?t‘; Conc. géggg ggggggj 1059 42839 20513 17823
5 Matriz Adsz::'t‘; Conc. gz‘z‘ggg 88888;? 55488  4,2839 48,770  1,8505
o Matriz Adsz:?t‘; Conc. gggg ggggggg 11,4849 42830 57,4645  1,8046
;5 _Matriz Adsz::‘t‘; Conc. éiéﬁ;‘ 88882;2 26351 42839 705347 17823
20 Matriz Adgz::‘t‘; Conc, iggg; gggégg; 6,158 42839 355743  1,8595

FONTE: Autor, (2022)

Tabela 8 — Equagdes da reta dos resultados estatisticos referentes as (Tabela 6) e (Tabela 7).

Solucéo Equacdo da reta R2
Matriz desinfetante diluido (Tabela 6) Y =0,0533x + 0,0108 0,9999
Analito (Tabela 6) Y =0,0029x — 0,0032 0,9911
Matriz desinfetante concentrado (Tabela 7) Y =0,0784x + 0,0395 0,9998
Analito (Tabela 7) Y =0,0534x - 0,0116 0,9999

FONTE: Autor, (2022)
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Figura 17 — Grafico para avaliacdo da seletividade matriz desinf.diluido versus analito.
Fonte: Autor, (2022)
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Figura 18 — Grafico para avaliagdo da seletividade matriz desinf.conc versus analito.
Fonte: Autor ,(2022)

5.2 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra
(INMETRO, 2020). Os resultados para o estudo da linearidade (Tabela 9) devem ser avaliados de
acordo com a relagdo das leituras de absorbancias obtidas com as concentracfes estudadas (Figura
"~15), avalia-se o valor de R? obtido e comparar com o critério de aceitacdo, outra avaliacdo a ser

realizada é a dispersdo dos resultados, em graficos (Figura 16).
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Tabela 9 — Resultados estatisticos para o desinf. diluido, desinf. conc. e o analito.

Nivel de Desinf. diluido Desinf. concentrado Analito
fortificacéo Média Desvio Média Desvio Média Desvio
(P-P-m)  (Absorbancia Padrédo (Absorbancia Padrédo (Absorbancia Padrdo
3=1237) 3=1237) 3=1237)

1 0,046 0,0005 0,050 0,0005 0,040 0,00057
2 0,091 0,0015 0,101 0,0020 0,105 0,0066
5 0,236 0,0020 0,262 0,0011 0,273 0,0051
10 0,475 0,0017 0,502 0,0106 0,546 0,0101
15 0,715 0,0060 0,728 0,0026 0,828 0,0215
20 0,966 0,0095 0,998 0,0104 1,100 0,0298

Fonte: Autor ,(2022)

As equacOes da reta foram determinadas pelo estudo de regresséo linear, avaliando se 0s
parametros estatisticos dos dados obtidos para cada concentracdo versus absorbancia(Tabela 9).
Observa-se que o modelo é linear, tanto para o desinfetante diluido, desinfetante concentrado e o
analito. 1sso devido ao valor de R? estar dentro dos critérios de aceitacdo da ANVISA, que
predetermina que seja maior do que 0,990 com um nivel de significancia de 5%. Para o desinfetante
diluido obteve-se o valor de R? =1 ; para o desinfetante concentrado obteve-se o valor de R? =
0,9993 e para o0 analito obteve-se R? = 0,9999. As equacdes da reta estdo descritas na (Tabela 10).

A pesquisa de validacdo de metodoliga desenvolvida por (Rego, 2017), adotou cinco pontos
(concentracOes) de estudo para avaliagdo da linearidade, construi-se a curva de calibracdo simples
usando o método de regresséo linear simples, avaliando-se o R?, distribuicdo dos valores, grafico de
residuos, e concluindo-se que as faixas de trabalhos adotadas foram consideradas lineares.

Os resultados das leituras individuais dos testes estdo descritos nas (Tabela 24) para
desinfetante diluido, (Tabela 25) para o desinfetante concentrado e (Tabela 26) para o analito PHMB
(polihexametileno de biguanida), no APENDICE A — RESULTADOS DOS TESTES.

Tabela 10 — Resultados estatistico para os estudos de linearidade para o desinf. diluido, desinf. concentrado
e analito (PHMB)

Produto Equacéo reta R? F
Desinfetante diluido y = 0,0485x - 0,0057 1 86983,7
Desinfetante concentrado y =0,0492x + 0,0053 0,993 5968,87
Analito (PHMB) Y =0,0556x - 0,0087  0,9999  43912,13

FONTE: Autor, (2022)
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Figura 19 — Reta da regressdo linear para os casos estudados: desinfetante diluido,
desinfetante concentrado e analito.
Fonte: Autor, (2022)

Avaliou se ainda, a homocedasticidade dos dados da analise dos residuos demonstrados a
partir da (Figura 20) para o desinfetante diluido, desinfetante concentrado e para o analito (PHMB).
Constatou-se, a homocedasticidade dos residuos nos trés casos, ou seja, ndo ha tendéncia na diferenca
entre o valor esperado e o valor calculado pela equacao da reta de regressao.

Realizou se o teste ANOVA para o desinfetante diluido, para o desinfetante e analito, e
observou-se que F.,; > F;4p de significacdo nos trés casos, indicando significancia estatistica para o
modelo estatisitco.

Usando os resultados obtidos para o desinf. diluido, observa-se a linearidade e a
homocedasticidade dos pontos, ou seja, a precisdo das medidas € independente do valor da
concentracao.

Segundo os estudos de validacdo de método analitico para farmacos conduzidos por
(GERLIN, 2021), as curvas analiticas obtidas atenderam o parametro linearidade. Todas as curvas
estudadas obtiveram R? > 0,99; como prevé a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

No trabalho o autor trabalha com limite de deteccdo e quantificacdo juntamente com a linearidade.
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Figura 20 — Plotagem dos residuos do desinfetante diluido (1a);
desinfetante concentrado (1b) e analito (PHMB) (1c).
Fonte: Autor, 2022

A faixa de trabalho de um procedimento analitico € o intervalo entre a menor concentracédo e a
maior concentracdo de analito na amostra para o qual se demonstrou que o procedimento analitico
tem um nivel aceitdvel de precisdo, exatiddao e linearidade (ICH, 2022). A faixa de interesse do

método analitico, esta centralizada em cada um dos casos estudados, sendo estratégia das pesquisas.

5.3 Precisao

Segundo INMETRO, (2020) a precisdo pode ser expressa de trés maneiras: repetibilidade,

precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

5.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da dispersao
dos resultados e pode ser determinada por meio da analise de padrdes e material de referéncia. Refere
se a variacdo das medidas feitas repetidamente com o mesmo instrumento, o mesmo dia e analista
ou seja, mesmas condicdes de analises (INMETRO,2020).

Para o desinfetante diluido observou-se que para as concentragdes de 2 p.p.m obteve se um
DPR% de 3,215%; para 5 p.p.m DPR% 1,312 e para 10 p.p.m DPR% 0,741 (Tabela 11), se comparar

esses valores com o critério de aceitacdo descritos na (Tabela 4) (1 p.p.m = 11% - 10 p.p.m = 7,3%),
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observa se que todos os valores estdo dentro dos critérios de aceitacdo. Para o desinfetante
concentrado e para o analito (Tabela 11) observa-se, 0 mesmo comportamento, todas as
concentracdes atendem o critério de aceitacdo se comparado com a (Tabela 4). Os resultados das
réplicatas estdo descritos no APENDICE A — RESULTADOS DOS TESTES, (Tabela 27), (Tabela
28) e Tabela (29).

Para o estudo de validacdo Rego (2017), definiu-se os critérios de aceitagdo de acordo com
a necessidade do método, por exemplo, o critério de aceitacdo do DPR (Desvio Padrdo Relativo) foi
definido como > 20%. O critério de aceitacdo apresentado e sugerido pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO ( Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Metrologia ), sdo baseado na AOAC (Association of Analytical Chemits), na qual foi adotado para

esta pesquisa.

Tabela 11 — Desvio padrao relativo obtido para o desinfetante diluido, desinfetante concentrado e o analito.

desinf. diluido desinf. concentrado Analito
Nivel de
fortificagdo Desvio Desvio Desvio
(p.p.m) Média PD:S:,/;% Padréo Média PD;S\;;% Padréo Média F?ae(j\r/;cc)) Padréo
(Absorbancia Relativo  (Absorbancia Relativo (Absorbancia Relativo
2 =1237) 2 =1237) 2=237)
2 0,099 0,003 3,215 0,106 0,0010 0,514 0,118 0,004 3,101
5 0,244 0,003 1,312 0,266 0,0008 0,306 0,292 0,001 0,375
10 0,480 0,003 0,741 0,524 0,00687 1,311 0,573 0,002 0,342

FONTE: Autor, (2022)

5.3.2 Precisao Intermediaria

A precisdo intermediaria é parte do parametro precisdo e pode ser avaliada por meio da
variacao das condi¢des da execucdo das analises, adotou se :
e Dois analistas diferentes;

e Dois dias diferentes.

O estudo estatistico aplicado ANOVA, demonstrou através dos valores que nao houve
diferencga estatistica entre analistas e dias, isso porque F > F,.; ; com o p-valor < 0,05 para o
desinfetante diluido demonstrado através da (Tabela 12), o que se repete para o desinfetante

concentrado (Tabela 13) e analito (Tabela 14). Os resultados das réplicatas estdo descritos no
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APENDICE A — RESULTADOS DOS TESTES, (Tabela 30), (Tabela 31) e Tabela (32).

Tabela 12 — Estudo estatistico na avaliagdo da precisdo intermedaria para o desinf. diluido.

Fonte da varia¢éo SQ o] MQ F valor-P F critico
Concentragdes 0,0002 3 6,68E-05  9,906568 2,13E-05 2,7581
Analistas e Dias 1,938401 2 0,969201 143822 3,8E-111 3,1504
InteracOes 0,005047 6 0,000841  124,8344 5,45E-32 2,2540
Dentro 0,000404 60 6,74E-06
Total 1,944053 71

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 13- Estudo estatistico na avaliagcdo da precisao intermedaria para o desinf. concentrado.

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Concentragdes 0,0001 3 3,82E-05 5,123043 0,003199 2,7581
Analistas e Dias 2,1337 2 1,06683 1431986  4,3E-111 3,1504
InteragBes 0,0012 6 0000196 26,30686  4,23E-15 2,2540
Dentro 0,0004 60  7,45E-06
Total 2,1354 71

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 14 — Estudo estatistico na avaliacdo da precisao intermedaria para o analito.

Fonte da variacéo SQ al MQ F valor-P F critico
Concentragdes 0,0003 3 9,76E-05 26,281  5,50E-11 2,7580
Analistas e Dias 2,530 2 1,265073  340632,9 2,2E-122 3,1504
InteragOes 0,0004 6  7,25E-05 19,5126  1,78E-12 2,2540
Dentro 0,0002 60 3,71E-06
Total 2,5311 71

Fonte: Autor, (2022)

5.4 Exatidao

Para o testes de exatiddo realizou-se a recuperacdo em niveis de fortificacdes de 7 p.p.m, 10
p.p.m e 13 p.p.m. Verificou-se as leituras separadamente de cada nivel de fortificacdo no intuito de
identificar possiveis interferentes. Procedeu-se com a leitura das soluc@es fortificadas com o analito,
para o desinfetante diluido e para o desinfetante concentrado.

Segundo a (RDC N° 166 de 24 de Julho de 2017), a exatiddo deve ser verificada em no
minimo 3 niveis( baixo, médio e alto) em triplicata, avaliando a recuperagdo média. Para o critério de
aceitacdo definiu-se a ( Tabela 5) recomendada pelo (AOAC, 2016), sugerida pelo INMETRO.

Os resultados expressos nas (Tabelas 15) e (Tabela 16) sdo das solucdes preparadas
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individualmente com a média, desvio padrdo, desvio padrdo relativo e nivel de fortificacdo (p.p.m)
calculado através da equacdo da reta ( Tabela 17). Os resultados de cada réplicada estdo descritos no
APENDICE A — RESULTADOS DOS TESTES, (Tabela 33), (Tabela 34) e (Tabela 35).

Tabela 15 — Resultados para a Solugdo Amostra 1 e Solugdo Amostra 2.

Nivel de desinf. diluido = Solugdo Amostra 1 desinf. concentrado = Solugdo Amostra 2
fortificacao Média Dot Desvio f Ntl'_\]/‘z_al de Média et Desvio . l\|r|ti'\1/fl de
e R R e SR R
> 0,250 0,008 0,275 5,022 0,274 0,001 0,178 4,994
! 0,342 0,001 0,366 6,964 0,378 0,003 0,775 7,018
3 0,440 0,008 0,157 9,024 0,480 0,002 0,466 8,996

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 16 — Resultados para Solu¢do Amostra 3.

. R Analito = Solugdo Amostra 3
Nivel de fortificacéo

(p.p.m) ( Absl\gi:)i:ncia Desvio Desvio Padrao Nivel de fortificagdo
3=237) Padréo Relativo (p.p.m) calculado
2 0,120 0,00053 0,444 1,986
3 0,180 0,00053 0,296 3,030
4 0,235 0,00048 0,207 3,988

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 17 — Equacéo da reta para Solugdo Amostra 1, Solugdo Amostra 2 e Solugdo Amostra 3

Produto Equacdo reta R?
Solugdo Amostra 1 y =0,0515x + 0,0168 1
Solugdo Amostra 2 y =0,0475x + 0,0115 0,9997
Solugdo Amostra 3 y = 0,0575x 0,0058 0,9994

Fonte: Autor, (2022)
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Figura 21 — Plotagem do grafico Solucdo Amostra 1, Solugdo Amostra 2 e Solugdo Amostra 3
Fonte: Autor, (2022)

Para as matrizes Solugcdo Amostra 4, representada pela adi¢do de concentracGes diferentes da
Solucdo de Amostra 1 + Solucdo de Amostra 3, o0s resultados estdo na (Tabela 18 ) e Solucéo
Amostra 5 representada pela adi¢do de concentracGes diferentes da Solucdo de Amostra 2 + Solucéo
de Amostra 3, os resultados estdo na (Tabela 19), com o nivel de fortificacdo calculado através da
equacdo da reta (Tabela 20). Os resultados obtidos para %Recuperacdo de cada concentracdo foram
comparados com os critérios de aceitacdo descritos na (Tabela 5). Os resultados de leitura das
réplicatas estdo no APENDICE A — RESULTADOS DOS TESTES, (Tabela 36) e (Tabela 37).

Para a solucdo de Amostra 4 que representa o desinfetante diluido fortificado com analito,
realizou-se os caculos de % recuperacdo utilizando a Equacéo (12) para as concentracfes estudadas.
Por exemplo, para a concentracdo de 5 p.p.m da solucdo Amostra 1 obteve se o nivel de fortificacdo
calculada (p.p.m) de 5,022 p.p.m (Tabela 15), que representa C,. Na (Tabela 18) Soluacdo Amostra
4, utilizou se a solucdo de representada por C, e adicionou se a solucdo Amostra 3 de 2 p.p.m
representada pelo analito C;, obtendo-se através da equacdo da reta (Tabela 17) o nivel de
fortificacdo calculado de 6,998 p.p.m, representado C,, a partir desses valores realizou-se o célculo de
% recuperacao. Aplicou se 0 mesmo principio para as demais concentracdes e posteriormente para a
o desinfetante concentrado.

Os testes de recuperacdo foram satistatérios se comparados a (Tabela 5). Por exemplo, na
(Tabela 19) , primeira linha observa-se a amostra fortificada teoricamente em 7 p.p.m, com o calculo
da média, desvio padrdo, nivel de fortificacdo calculado com o uso da equacdo da reta (Tabela 20) de
6,988 p.p.m e % Recuperacdo de 98,975%. Ou seja, se comparar-se o nivel de fortificacdo de 7 p.p.m

da Solugdo Amostra 4 com a (Tabela 5), (1 p.p.m — 10 p.p.m) que esta entre (80% - 110%), a
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recuperacdo obtida atende o critério de aceitacdo. E assim, sucessivamente para todas as

concentragdes descritas na (Tabela 18) e (Tabela 19).

Tabela 18 — Resultados para Solugdo Amostra 4.

(Solugdo amostra 1 + Soluagdo Amostra 3) = Solugdo Amostra 4

Nivel de fortificacdo (p.p.m) Média Desvio Nivel de Recuperacdo
A Desvio Padrio fortificagéo
Absorbancia x %
) calculado
5 p.p.m Solucdo Amostra 1+ 2 p.p.m Solucdo Amostra 3 =7 0,359 0,0005 0,149 6,988 98,975
p.p.m
7 p.p-m Solucdo Amostra 1+ 3 p.p.m Solucdo Amostra 3 = 10 0,511 0,003 0,522 10,031 101,186
p.p.m
9 p.p.m Solugdo Amostra 1+ 4 p.p.m Solugdo Amostra 3 =13 0,660 0,007 0,104 12,990 99,463
p.p.m

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 19 — Resultados para Solugdo Amostra 5.

(Solucéo amostra 2 + Soluagdo amostra 3) = Solucéo amostra 5

Nivel de fortificagéo (p.p.m) Meédia Desvio  Desvio Nivel de  Recuperagio
(Absorbancia Padrdo  pad r.élo fortificacio (%)
3=237) Relativo cgl)éﬂl?d)o
5 p.p.m Solugdo Amostra 2 + 2 p.p.m Solugdo Amostra 3 =7 p.p.m 0,380 0,0005 0,152 7,030 102,461
7 p.p.m Solugdo Amostra 2 + 3 p.p.m Solu¢do Amostra 3 = 10 p.p.m 0,526 0,002 0,304 9,944 96,987
9 p.p.m Solucdo Amostra 2 + 4 p.p.m Solugdo Amostra 3 = 13 p.p.m 0,680 0,001 0,132 13,017 101,275

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 20 — Equacdo da reta das Solucdo Amostra 4 e Solu¢do Amostra 5.

Produto Equacdo reta R?
Solugdo Amostra 4 y =0,05x + 0,0287 0,9998
Solugdo Amostra 5 y =0,0502x + 0,0083 1

Fonte: Autor, (2022)
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Figura 22 — Plotagem do grafico Solugcdo Amostra 4 e Solu¢do Amostra 5.
Fonte: Autor, (2022)

Segundo os estudos de Validacdo de Métodologia Analitica desenvolvido por KUSTERS, et.
al. (2013), na “Determinagdo rapida, simples e indicadora de estabilidade de polihexametileno
biguanida em dosagem liquida e gelatinosa por cromatografia liquida com deteccdo de arranjo de
diodos”, obteve %Recuperacdo para as concentra¢cbes de 0,02 mg/ mL & 0,06 mg/ mL (%
Recuperacdo = 100,3% a 102,7%) para 0 PHMB. Se compararmos os dois estudos obteve-se no atual
resultados satisfatorios.

Para a recuperacdo REGO (2017), definiu os critériios de aceitacdo de acordo com a
necessidade da metodologia de 70% a 110%, obtando por ndo seguir o critério de aceitacdo sugerido
pela ANVISA e INMETRO.

5.5 Limite de deteccdo e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo é a menor concentracao de analito na amostra a ser detectada e o limite
de quantificacdo € a menor concentracdo que pode ser quantificada.

Determinou-se a menor concentracdo para o atual método analitico, avaliando-se o limite de
deteccdo e limite de quantificacdo do desinfetante diluido, desinfetante concentrado e analito. As
leituras obtidas estdo descritas na (Tabela 21), juntamente com a média, desvio padrdo, limite de
detecgdo e limite de quantificagcdo. Realizou-se o célculo do limite de deteccdo para o desinfetante
diluido, desinfetante concentrado e analito através da Equacdo (13) e Equacdo (14), onde S,
representa o desvio padrdo das leituras da concentracdo de 0,5 p.p.m, ou seja, € 0 menor valor de

concentracdo aceito pelo método.
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Para o desinfetante diluido obteve-se o limite de deteccdo de 0,0027 e o limite de
quantificacdo 0,009 (Tabela 21), ou seja, o limite de deteccdo aceitavel para esse método analitico é
de 0,003 e o limite de quantificagdo aceitavel 0,009.

Para o desinfetante concentrado obteve-se o limite de deteccdo de 0,002 e o limite de
quantificacdo 0,007 (Tabela 21), ou seja, para a desinfetante concentrado o limite de deteccédo
aceitavel € de 0,002 e o limite de quantificacdo aceitavel 0,007.

Para o analito obteve-se o limite de detec¢do de 0,002 e o limite de quantificacdo 0,006
(Tabela 21), ou seja, para o analito o limite de deteccdo aceitavel € de 0,002 e o limite de
quantificacdo aceitavel é 0,006.

Os resultados de leitura das réplicas estdio no APENDICE A — RESULTADOS DOS
TESTES, para o desinfetante diluido (Tabela 38), desinfetante concentrado (Tabela 39) e analito
(Tabela 40).

Tabela 21 — Resultados para Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacao.

: PP - Desvio LD=23S LQ =10S
Soluggo analitica Nivel de fortificacéo Média Padrio 0 Q 0
(p.p-m) (Absorbancia
32 =237)
Desinfetante diluido 05 0,008 0,001 0,003 0,009
Desinfetante concentrado 0,5 0,010 0,0007 0,002 0,007
Analito 0,5 0,012 0,0008 0,002 0,006

Fonte: (Autor, 2022).
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6. CONCLUSAO

Para o parametro seletividade, ficou evidenciado que para ambas as formulagdes (desinfetante
concentrado e diluido) a existéncia de efeito da matriz na seletividade dos resultados analiticos do
processo. Isso devido aos resultados obtidos, para a matriz desinfetante diluido versus analito,
obteve-se F.q; > F,qp (Variancias estatisticamente diferentes) e t .. > t.qp (Médias estatisticamentes
diferentes). Para a matriz desinfetante concentrado versus analito, observou-se que para as
concentracdes de 2 p.p.m e 15 p.p.m 0 F., < F.qp (variancias estatisticamente iguais), e para as
demais concentragdes F., > F.q  (variancias estatisticamente diferentes); para todas as
concentragdes da matriz desinfetante concentrado o t.,; > t,qp, OU Seja, estatisticamente as médias

sdo diferentes.

A distribuicdo de dados para linearidade e faixa de trabalho do desinfetante concentrado e
desinfetante diluido juntamente com o analito em estudo, se apresentaram homocedastico, com
coeficiente linear (R? > 0,990); para o desinfetante diluido R?=1, para o desinfetante concentrado
R%*= 0,993 e para o analito R? =0,999, todos obtidos pelo método de regressdo linear simples.
Através do grafico de disperséo de residuos, observou-se a dispersdo dos resultados, ou seja, 0s dados
se apresentaram sem tendéncia. Sendo assim, o método de analise atendeu o parametro da

linearidade.

O critério de avaliacao da precisao foi avaliado a repetibilidade e precisdo intermediaria, para
0 estudo da repetibilidade definiu-se as mesmas condicdes de andlise, ou seja, adotou-se a como
parametro mesmo dia e mesmo analista. Realizou-se a avaliacdo através do Desvio Padrdo Relativo
obtidos com os critérios de aceitacdo sugeridos pelo INMETRO, baseados entre (11% -7,3%), para o
desinfetante diluido para a concentracdo de 2 p.p.m 0 DPR% = 3,215; 5 p.p.m 0 DPR% = 1,312 e 10
p.p.m o DPR% = 0,741; para o desinfetante concentrado na concentracdo de 2 p.p.m o0 DPR% =
0,514; 5 p.p.m o DPR% = 0,306 e 10 p.p.m o DPR% = 1,311; para o analito 2 p.p.m o0 DPR% =
3,101; 5 p.p.m o DPR% = 0,375 e 10 p.p.m o DPR% = 0,342. Comparou-se o0s resultados obtidos
versus critério de aceitacao e conclui-se que todas as concentracdes atenderam aos critérios. Para 0s a
avaliacdo da precisdo intermediaria (diferentes condi¢Ges de andlise), optou-se por realizar as analises
em dois dias diferentes e duas analistas diferentes, os resultados foram avaliados através do programa
estatistico ANOVA, para o desinfetante diluido, desinfetante concentrado e analito observou ser o
F > F_.; ; com o p-valor < 0,05, ou seja, as andlises realizadas em dias diferentes e por analistas

diferentes ndo apresentaram diferenca estatistica em nenhum dos estudos. Sendo assim, a precisdo do
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método foi concluida.

Para exatiddo do método, realizou-se testes de Recuperacdo% em diferentes niveis de
concentracdes para o desinfetante diluido e do desinfetante concentrado, e posteriormente comparou-
se os resultados com os critérios de aceitagdo, sugeridos pelo INMETRO. Para o desinfetante diluido,
chamou-se de Solugcdo Amostra 1, o desinfetante concentrado chamou-se Solugdo Amostra 2 e o
analito chamou-se Solucdo Amostra 3. Para verificagdo da concentracdo das solugdes realizou-se as
leituras em trés diferentes concentragdes para a Solugdo Amostra 1 (5 p.p.m; 7 p.p.m e 9 p.p.m),
Solugdo Amostra 2 (5 p.p.m; 7 p.p.m e 9 p.p.m), e Solu¢do Amostra 3 (2 p.p.m; 3 p.p.m e 4 p.p.m).
Posteriormente, realizou-se as fortificagdes nas Solucdo de Amostra 4, representada pela adi¢do da
Solucdo de Amostra 1 + Solucdo de Amostra 3, obtendo-se para as concentracgdes finais de 7 p.p.m a
%Recuperacdo = 98,975; 10 p.p.m a %Recuperacdo = 101,186; 13 p.p.m a %Recuperacdo = 99,463.
Para a Solucdo de Amostra 5, representada pela adicdo de Solucdo de Amostra 2 + Solugédo de
Amostra 3, obtendo-se para as concentracdes finais de 7 p.p.m a %Recuperacdo = 102,461; 10 p.p.m
a %Recuperacao = 96,987; 13 p.p.m a %Recuperacdo = 101,275 . Quando comparados os resultados
obtidos com os critérios de aceitacdo, entre 1 p.p.m (80%) e 100 p.p.m (107%), conclui-se que a

%Recuperacao para todas as concentracdes foram satisfatorias.

Para o limite de deteccéo e limite de quantificacdo, conclui se que 0,5 p.p.m € a concentracao
para determinar o LD (limite de deteccdo) e LQ (limite de quantificacdo) para ambas as formulacdes
desinfetante diluido, desinfetante concentrado e o analito (PHMB). Para o desinfetante diluido
obteve-se o resultado para o limite de deteccdo de 0,003 de absorbancia e limite de quantificacao de
0,009; para o desinfetante concentrado obteve-se o resultado para o limite de deteccdo de 0,002 de
absorbancia e limite de quantificacdo de 0,007 de absorbancia; e para o analito obteve-se o resultado

para o limite de deteccdo de 0,002 de absorbancia e o limite de quantificacdo de 0,006 absorbancia.

Apds o estudo de Validacdo do Método Analitico, observou-se que o Quaternario de Amoénio
de 5° Geracdo, pode ser um possivel interferente na leitura. Entretanto, para o presente trabalho os
estudos foram conduzidos juntamente com o ativo PHMB, o0 que trouxe seguranc¢a para o método.
Vale destacar outros possiveis interferentes como equipamentos sem calibracdo, treinamento dos
analistas ou até mesmo a falta de padronizacdo do método analitco. Para a Validacdo de um Método

Analitico, deve-se atentar a detalhes analiticos especificos, como citados ao longo do texto.

Ao final do estudo de Validagdo do Método Analitico Espectofotémetrico UV/VIS, conclui-se

que, 0 método atendeu todos os requisitos estatisticos de validagdo na verificacdo do teor do PHMB
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para liberagdo dos produtos acabados para o mercado. Sendo assim, 0 método de andlise garante a
confiabilidade na quantificacdo do teor de ativo no produto acabado. Toda a documentacdo do
processo de Validacdo do Método Analitico, fica disponivel para a avaliagdo da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigiancia Sanitaria) e rastreabilidade do processo.
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GLOSSARIO

Analito: substancia quimica de interesse em uma amostra.
Ativo: moléculas da substancia de interesse.
Matriz: conjunto de todos os constituintes que compdem uma amostra, sem analito.

Método de adicdo padrao: a adicdo de padrdo analitico € uma alternativa ao método convencional
muito empregada em analises por espectrometria de absorcdo ou de emissdo atbmica. Consiste na
adicdo de quantidades conhecidas do padrdo analitico em diferentes concentracdes, seguida pela
determinacédo da concentracdo do analito adicionado.

Produto comercial: produto disponivel no mercado, seguindo as adequacges das legislagdes
PHMB: polihexametileno de biguanida, ativo de interesse.

Solucdo de Amostra 1: desinfetante diluido

Solucdo de Amostra 2: desinfetante concentrado

Solucdo de Amostra 3 : Analito.

Solucdo de Amostra 4: desinfetante diluido + analito.

Solucdo de Amostra 5:desinfetante concentrado + analito



APENDICE A - RESULTADOS DOS TESTES.

Tabela 22 — Resultados obtidos para matriz desinf. diluido versus analito, para seletividade.

Sinal instrumental das réplicas (Abs)

Nivel de
fortificacéo Solucdo analitica
(p-p.m)
2 mL Matriz desinfetante diluido
2 2 mL Analito
5 mL Matriz desinfetante diluido
> 5 mL Analito
10 mL Matriz desinfetante diluido
10 10 mL Analito
15 mL Matriz desinfetante diluido
= 15 mL Analito
20 mL Matriz desinfetante diluido
20 20 mL Analito

Fonte: Autor (2022)

Tabela 23 — Resultados obtidos para matriz desinfetante concentrado versus analito, para

seletividade.
Nivel de ) Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacdo Solucdo analitica
(p.p.m) 1 2 3 4 5 6 7
2 mL Matriz desinfetante concentrado
2 2 mL Analito
5 mL Matriz desinfetante concentrado
° 5 mL Analito
10 mL Matriz desinfetante concentrado
10 10 mL Analito
15 mL Matriz desinfetante concentrado
= 15 mL Analito
20 mL Matriz desinfetante concentrado
20 20 mL Analito

Fonte: Autor (2022)
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Tabela 24— Resultados das réplicas do desinfetante diluido para linearidade e faixa de trabalho

Sinal Instrumental

Nivel de L
fortificacéo Solugéo analitica das réplicas (Abs)

(p.p.m)

1 2 3
1 1 mL Desinfetante diluido
2 2 mL Desinfetante diluido
5 5 mL Desinfetante diluido
10 10 mL Desinfetante diluido
15 15 mL Desinfetante diluido
20 20 mL Desinfetante diluido

Fonte: Autor, (2022).

Tabela 25 — Resultados das réplicas do desinfetante concentrado para linearidade e faixa de
trabalho.

Sinal Instrumental

Nivel de
Solugdo analitica das réplicas (Abs)

fortificacdo

(p-p-m) 1 9 3
1 1 mL Desinfetante concentrado
2 2 mL Desinfetante concentrado
5 5 mL Desinfetante concentrado
10 10 mL Desinfetante concentrado
15 15 mL Desinfetante concentrado
20 mL Desinfetante concentrado

20
Fonte: Autor, (2022)

Tabela 26 — Resultados das réplicas do analito para linearidade: PHMB e faixa de trabalho.

Nivel de Sinal Instrumental das

fortificagdo Solugdo analitica réplicas (Abs)
(p-p-m)
1 1 mL Analito
2 2 mL Analito
5 5 mL Analito
10 10 mL Analito
15 15 mL Analito
20 20 mL Analito

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 27 — Resultados para repetibilidade das analises do desinfetante diluido.

Nivel de _ Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacéo Solugdo analitica
2 2 mL Desinfetante diluido
5 5 mL Desinfetante diluido
10 10 mL Desinfetante diluido

Fonte: Autor, (2022)
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Tabela 28 — Resultados para repetibilidade das analises do desinfetante concentrado .
Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacdo Solucéo analitica
(p-p.m)
2 2 mL Desinfetante concentrado
5 5 mL Desinfetante concentrado
10 10 mL Desinfetante concentrado

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 29 — Resultados para repetibilade das analises do analito.

Sinal instrumental das réplicas (Abs)

Nivel de Solucio
fortificacdo 1
analitica
(p-p-m)
2 2 mL Analito
5 5 mL Analito
10 10 mL Analito

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 30— Resultados para precisao intermediaria das analises do desinfetante diluido.

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacdo Solucdo analitica Dia Analista
1 2 3 4 5 6
(p.p.m)
Quarta feira 1

2 2 mL Desinfetante diluido

5 5 mL Desinfetante diluido Quarta feira 1

10 10 mL Desinfetante diluido Quarta feira

5 2 mL Desinfetante diluido Quarta feira 2

5 5 mL Desinfetante diluido Quarta feira 2

10 10 mL Desinfetante diluido Quarta feira 2

2 2 mL Desinfetante diluido Quinta feira 1

5 5 mL Desinfetante diluido Quinta feira 1

10 10 mL Desinfetante diluido Quinta feira 1

) 2 mL Desinfetante diluido Quinta feira 2

. 5 mL Desinfetante diluido Quinta feira 2

10 10 mL Desinfetante diluido ~ Quinta feira 2

Fonte: Autor, (2022)
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Tabela 31— Resultados para precisao intermediaria das analises para o desinf. concentrado.

N|’\_/e_l de~ i » Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fglitg.f;f?ﬁ; Solugdo analitica Dia Analista  { 9 3 4 5 6
2 2 mL Desinfetante concentrado ~ Quarta feira 1
5 5 mL Desinfetante concentrado  Quarta feira 1
10 10 mL Desinfetante concentrado  Quarta feira 1
2 2 mL Desinfetante concentrado  Quarta feira 2
5 5 mL Desinfetante concentrado  Quarta feira 2
10 10 mL Desinfetante concentrado  Quartafeia 2 [0,520 0,520 0,525 0,526 0,525 0,525
2 2 mL Desinfetante concentrado  Quinta feira 1
5 5 mL Desinfetante concentrado  Quinta feira 1
10 10 mL Desinfetante concentrado  Quinta feira 1
2 2 mL Desinfetante concentrado  Quinta feira 2
5 5 mL Desinfetante concentrado  Quinta feira 2
10 10 mL Desinfetante concentrado  Quinta feira 2

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 32 — Resultados para precisao intermediaria das analises do analito.

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacdo ~ Solucdo analitica  Dia Analista
(p.p.-m) 1 2 3 4 5 6
2 2 mL Analito Quarta feira 1
5 5 mL Analito Quarta feira 1
10 10 mL Analito Quarta feira 1
2 2 mL Analito Quarta feira 2
5 mL Analito Quarta feira 2
10 10 mL Analito Quarta feira 2
2 2 mL Analito Quinta feira 1
5 mL Analito Quinta feira 1
10 10 mL Analito Quinta feira 1
2 2mL Analito  Quintafeia 2 (0,490 0411 0131 0412 0411 0111
5mLAndlito  Quintafeira 2 [0289 0289 0289 0289 0290 0290 |
10 10 mL Analito Quinta feira 2 0569 0565 0566 0566 0566 0,569

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 33 — Resultados para recuperagdo da Solugdo Amostra 1: desinfetante diluido.

Nivel de
fortificacéo

Sinal instrumental das réplicas (Abs)
Solugdo Amostra 1

(p.p-m) 1 2 3 4 5 6 7
tedrico
5 5 mL Desinfetante
diluido
7 7 mL Desinfetante
diluido
9 9 mL Desinfetante
diluido

Fonte: Autor, (2022)



Tabela 34— Resultados para recuperacdo da Solucdo Amostra 2: desinfetante concentrado.

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)

fortificacdo x
Solucdo Amostra 2
(p.p.m) ¢
teorico

1 2 3 4 5 6 7
5 5 mL Desinfetante
concentrado
7 7 mL Desinfetante
concentrado
9 9 mL Desinfetante
concentrado

Fonte: Autor, (2022).

Tabela 35 — Resultados para recuperagdo da Solugdo Amostra 3: analito.

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificagdo ~ Solugdo Amostra 3

(p-p-m)

1 2 3 4 5 6 7
2 2 mL Analito
3 3 mL Analito
4 4 mL Analito

Fonte: Autor, (2022).

Tabela 36— Resultados para Recuperacao da Solucdo Amostra 4 = Solucdo Amostra 1 (desinfetante diluido) +

Solucdo Amostra 3 (analito)

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacdo Solugdo amostra 4

(p-p-m)

1 2 3 4 5 6 7
5 mL Solugdo Amostra1l + 2 mL Solucéo
7
Amostra 3
7 mL Solugdo Amostra 1l + 3 mL Solucéo
10
Amostra 3
9 mL Solugéo Amostra 1 + 4 mL Solucéo
13
Amostra 3

Fonte: Autor, (2022).

Tabela 37— Resultados para Recuperacéo da Solugdo Amostra 5 = Solugdo Amostra 2 (desinfetante

concentrado) + Solu¢do Amostra 3 (analito).

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacéo Solugdo amostra 4

(p-p-m)

1 2 3 4 5 6 7
7 5 mL Solugdo Amostra2 + 2mL
Solugdo Amostra 3
10 7 mL Solugdo Amostra2 + 3 mL
Solugdo Amostra 3
9 mL Solugdo Amostra 2 + 4 mL Solugéo
13
Amostra 3

Fonte: Autor, (2022).



Tabela 38 — Resultados para Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo das réplicas da
matriz desinfetante diluido fortificados com analito.

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacéo Solucdo analitica
(p-p-m)

1 2 3 4 5 6 7
0,5 mL Matriz desinf.
0,5 diluido + 0,5 mL
(analito )

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 39 — Resultados para Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo das réplicas da

matriz desinfetante concentrado fortificados com analito.

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacdo Solugdo analitica
(p.p.-m)

1 2 3 4 5 6 7
0,5 mL Matriz desinf.
0,5 conc. + 0,5 mL
(analito )

Fonte: Autor, (2022)

Tabela 40— Resultados para Limite de Deteccdo de Limite de Quantificacdo das réplicas do analito.

Nivel de Sinal instrumental das réplicas (Abs)
fortificacdo Solucdo analitica
(p.p-m) 1 2 3 4 5 6 7
0,5mL

Fonte: Autor, (2022)
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APENDICE B - CONCENTRACOES DAS SOLUCOES

Analito

Analito: solugéo aquosa com 20% de ativo (PHMB).
(0,5 g)* 20% = 0,1 g de ativo / 1000 mL = 1 x 10“*g/mL ou 1 g/L ou 100 p.p.m
Ci*V1=C2* V2

0,5mL *1x10*g/mL = x*100 mL
Xx=5x10%g/mL ou5x103g/L ou5p.p.m

2mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
X =2x10%g/mL ou2x103g/L ou2p.p.m

5mL *1x10%g/mL = x* 100 mL
x=5x10%g/mL ou5x102g/L ou5p.p.m

10 mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
x=1x10°g/mL oulx102g/L ou10p.p.m

15mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
x =15x10° g/mL ou 1,5x 10 g/L ou 15 p.p.m

20mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
X=2x10°g/mL ou2x102g/L ou 20 p.p.m

Desinfetante diluido

Total do ativo (PHMB) na formulacdo do desinfetante diluido = 0,075%.
Ci*V1i=Cy*V;
0,5 g do analito * 20% do ativo = x * 0,075% de ativo na formulacéo final
x = 133,333 g do desinfetante diluido

133,333 g * 0,075% = 0,1 g do ativo na formulagdo / 1000 mL = 1 x 10*g/mL
ou 1 g/L ou 100 p.p.m

C1*V1 = Cz * Vz

0,5mL *1x10*g/mL = x*100 mL
Xx=5x10°g/mL ou5x10°3g/L ou5p.p.m

2mL*1x10*g/mL= x* 100 mL
Xx=2x10°g/mL ou2x10°3g/L ou2p.p.m
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5mL *1x10%g/mL = x* 100 mL
Xx=5x10%g/mL ou5x103g/L ou5p.p.m

10 mL *1x 10*g/mL = x * 100 mL
Xx=1x10°g/mL oulx102g/L ou 10 p.p.m

15mL *1x10*g/mL = x * 100 mL
x =15x10°g/mL ou 1,5x 102 g/L ou 15 p.p.m

20 mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
X =2x10°g/mL ou2x102g/L ou 20 p.p.m

Desinfetante concentrado

Total do ativo (PHMB) na formulacéo do desinfetante concentrado = 3,0 %.
Ci*V1i=Co* V2
0,5 g do analito * 20% do ativo = x * 3% de ativo na formulacdo final
x = 3,333 g do desinfetante concentrado

3,333 g * 3% = 0,1 g do ativo na formulagdo / 1000 mL = 1 x 10 g/mL ou 1
g/L ou 100 p.p.m

C1*V1 = Cz * Vz

0,5mL *1x10*g/mL = x*100 mL
Xx=5x10°g/mL ou5x10°g/L ou5p.p.m

2mL*1x10%*g/mL = x* 100 mL
Xx=2x10°g/mL ou2x103g/L ou2p.p.m

5mL*1x10%g/mL = x* 100 mL
Xx=5x10°g/mL ou5x103g/L ou5p.p.m

10 mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
Xx=1x10°g/mL oulx102g/L ou 10 p.p.m

15mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
Xx=15x10°g/mL ou1,5x 102 g/L ou 15 p.p.m

20mL *1x10*g/mL = x* 100 mL
Xx=2x10°g/mL ou2x102g/L ou20 p.p.m



ANEXO A — LAUDO DE CALIBRACAO DO ESPECTROFOTOMETRO

B AN — Certificado de Calibragdo
T Laboratorio Medigdo Uberlandia
Certificado: 10167822 Data Calibracio: 20042022 Validade: 04/2023
08: 749218-Cr2022
Solicitante: —

Local do servigo:

Confratante:

Caracteristicas do Instrumento

Descricho:  ESPECTROFOTOMETRO Identilicacio:  EQUIPLFG.31
Marca: BEL Modelo: LIW-MS51 Selor LABORATOFID FISICO-0

Condigdes Ambientais
Servigo execulado nas instalaches do solicilanbe.

Temperatura: }/TCT=10C Urniciade: AR0 Feur & 50 Seur
Procedimentos
Calibracks Execulada conforme: ITTECZ29 Revisdo: 0
Padries
Identificacio: Marca: Certificado: Calibrado por: ‘alidade:
FTO-1163 FADRAD DE ESPECTROFOTOME TRIA HELLMS, LVDZETI-44357-21-Riy WISOMES-CALONZT 1252028
Resultados Obtidos
1.1 ABS 440nm
Faica de U= 0000 a 3,000 Abs
Faixa de Indicacho: 0600 a 3,000 Abs Resohicha: 0,001 Abs
T
VR - Ermo de Incertez MaaATY (k) Vet
g Maodicin E ik Expandida +
Ermo
Al Abs Ahs Abs fla]
0.272 0359 -0.003 U004 OLO0T 2.00 Irfiriio:
0,530 0524 -0,006 0,004 0,040 2,00 Infiriio:
1058 1.049 -0.010 0005 OE 2.00 Infimit:
1.2 ABS 465nm
Faixa de L=o: 0006 = 3,000 Abs
Faixa de Indicacho: 0,000 a 3,000 Abs Resolucha: 0,001 Abs
T
VR Vi Ermo de Incerters - . (k) Wit
g Meadicio E ik Expandida
Erma
Abs Abs Ahs Abs [l
0,248 0243 <0,001 0,004 0,005 2,00 Infiriio:
0488 044 -0,004 0,004 | 0,008 ] 2,00 Infimite |
0,982 0976 0,006 0,005 0o 2,00 Infimite:




w MEDICHOD

e Al e Certificado de Calibracio

|||||“||| ||||||| ||| Laboratério Medigdo Uberlandia
Certificado:  106TaZ2 Data Calibracéo: 2042022 Validade: 042023
0%: 749X 9.C2022
24 3
1.3 ABS 480nm
Faixa de Liso: 0000 @ 1800  Abs
Faina de Iindicagdo: 0,000 o 21000 Ak Resohuclo: 0,001 Abs
T
o “ Erre da \ncariaza EI‘m:n'hn (k) | vem
g L3
Madigo Expandida pandida
Erro
Aln s At Aln At
[T [FH FT (] 0,005 0| ivivan
0566 05e1 005 [ 0.0 200 | invsin
1,062 1,053 5,000 [ 0,014 200 | infvan
1.4 ABS 635nm
Faioa de Ulmioe 0,000 o 21000 Ak
Faixa de Indicagso: 0,000 @ 1800 Abs Resckcao: 0,001 Abs
T
. v Erro g Inecartaza Incaenoza ikj Wedl
- Madiclo Expandida Expandida =
Erro
™ tow ™ ™ At
0.4 ) Fr 0004 0,005 200 | iedvsan
= [ 5,0 [] 0,008 00| irivn
1032 1018 0,008 0005 001 00| inisin
1.5 TRANS 440nm
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Faixa de Indcagso: 00 a 100 %T Resokugde: 0,1 %T
T
VA Vi EFro d InCaraza E"""m (k] | verr
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Madicdo Expandida -
Erro
=T §T T =T =T
a7 ) 01 0.1 03 00| inivsin
5 203 03 02 05 00| iedsaa
=55 K] [ [or) [T 00| irdean
1.6 TRANS 465nm
Faixa de Liso: 00 a 100 %T
Faixa de Indicacso: o0 a 1800 %T Resoksgdc: 0,1 %T
T
VA v Errode Incartaza EL"“'m"‘“_ (k) | Vet
: Madicao Expandida -
Erro
%7 T T %7 %7
0.4 il g [T 3,1 LK 200 Irliritn
325 329 04 0.2 0g 200 | s
EE =72 (K] ) 5 200 | iedvsan




L MEDICAD

AL TR Ok TGtk Certificado de ca“hrﬂqﬁﬂ
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35 3
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ANEXO C — TABELA DE DISTRIBUICAO t-Student

Distribui¢do t de Student

gl o +
1 0,25 0,10 0,05 0,025 o.01 00063 0,005 |
T [ 1000 30/8 6314 12,706 31821 38343 Ga5o0 |
2 | oe1e 1886 2020 4303 6965 2 TEEd 0995
3| oves 1638 0 2353 3182 4541 4884 5844
4 | 0741 1,833 2132 2776 3747 3966 4,604
s | 0727 1476 2015 2571 3385 3538 4032
B | 0718 1440 1,843 2447 3143 3294 3707
7| o711 1415 1805 2385 2008 0 3130 3409
B | oFoe 1397 1860 22306 22808 3018 3355
8 | 0703 1,383 1,833 2382 28: 2938 3250
10 | oFo0 1372 1812 2228 27ed 2872 3169
11| 0697 1,363 1,796 2201 2718 2822 3106
12| o695 135  1,7B2 2170 ZGB1 27A2 3055
13| 0694 1350 47T 2460 0 2GS0 2748 32
14 | 0602 1,345 1,761 2145 2824 2720 2977
15| 0601 1,341 1,783 2131 2802 25096 29047
16 | 0600 1,337 1,746 2120 2583 2E7TR 2O
17| 0689 1333 1,740 2410 2567 2E5T 2808
18 | 0688 1,330 1,734 2101 2582 2@41  Z2ATA
19 | 0688 1,328 1720 2003 2530 2627 2881
20 | 0BE7T 1325 1,725 2 20BE 2538 2E14 0 2845
21| 0BBE 1323 172 2080 2518 2603 0 28M
22 | oEBE 1.3 1,717 2074 2508 2593 2819
23| 0BBS 13190 1714 2080 2500 2534 2807
24 | 0OBBS 1318 1,711 2084 2482 2575 2797
25| 0BB4 1316 1,708 2080 22485  28RR  27AT
26| 0BB4 1315 1,706 2056 247D 2581 2779
27| 0BB4 1314 1,703 2082 22473 2584 2TM
28 | 0683 1,313 1,701 2048 2487 2548 2763
29 | O6B3  1.311 1600 2045 2482 2543 2756
30| 0683 1,310 1,897 2042 2457 2537 2750
35| 06B2 1,306 1600 2030 22438 2516 27
40 | 0681 1303 1884 2021 2423 2501 2704
45 | 0680 1.301 1678 2014 2412 2488 2590
S0 | 0G7T9 1200 1676 22000 2403 2470 2 ZETA
60 | 0679 1,206 1671 2000 2380 2465 2660
70| 0E7TE 1284 1867 0 1004 2 2381 2454 2 2648
80| 0678 1,202 1664 1000 2374 2447 2630
80 | 0677 120 1,662 1887 2388 2441 2532
100 0677 1200 1660 1884 0 2384 2438 2626
{10| 0677 1289 1858 1982 2381 2433 26M
120| 0OB77 1280 1858 1880 2388 2430 2817
130| o676 1288 1857 19078 2385 2427 2614
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