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Medicdes rapidas, faceis e confiaveis
de amostras de liquidos usando
FTIR de transmissao

Comparacao entre o modulo DialPath e uma cela
de liquidos tradicional para a quantificacao de
simeticona usando o FTIR Agilent Cary 630

Introdugao

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica comumente utilizada na indUstria farmacéutica, onde desempenha um papel
importante no controle de qualidade de produtos farmacéuticos finais. No entanto,
obter medicoes exatas e precisas de amostras farmacéuticas liquidas pode

ser dificil por FTIR de transmissdo com uso de celas de fluxo ou desmontaveis.
Existem varios desafios que fazem com que o uso dessas celas seja complicado,
sujeito a erros e demorado para a analise de liquidos:

— Ascelas séo frageis, e a montagem dos espagadores e janelas pode ser dificil.
— O design das celas dificulta o alcance de um caminho o6ptico reprodutivel.

— Ascelas tendem a vazar.

— Bolhas de ar podem interferir na analise.

- Alimpeza e montagem das celas séo tarefas demoradas.

— Amostras pegajosas e viscosas sao dificeis de medir.

— S&o necessarias quantidades significativas de volume da amostra e solvente
de lavagem.



O modulo de amostragem Agilent DialPath exclusivo do
espectrometro FTIR Agilent Cary 630 elimina a necessidade
de celas de fluxo tradicionais ou desmontaveis para liquidos,
simplificando a analise de amostras liquidas. Uma pequena
gota de amostra de liquido é colocada entre as duas janelas
em posigao horizontal do modulo DialPath, conforme
mostrado na Figura 1 (meio) e Figura 2. A distancia entre as
duas janelas define o caminho éptico.

Figura 1. Trés etapas simples permitem a andlise de amostras de liquidos usando
um espectréometro FTIR Agilent Cary 630 equipado com o médulo DialPath.

O modulo DialPath fornece selecao instantanea de trés
caminhos 6pticos predefinidos que podem ser selecionados
girando o cabecote do mdédulo. O mdédulo Agilent TumblIR usa
a mesma tecnologia do modulo DialPath, mas esta disponivel
com apenas um caminho optico ao invés de trés. Ambos

0s modulos sao alinhados de forma permanente e séo
facilmente acoplados na parte frontal do moédulo principal

do FTIR Cary 630. O software Agilent MicroLab detecta
automaticamente qual modulo estd instalado no maédulo
principal do FTIR Cary 630 e aplica as configuragdes corretas,
permitindo que até mesmo usuarios inexperientes possam
fazer a troca dos modulos em segundos.

Neste estudo, um maodulo principal do FTIR Cary 630
equipado com o modulo DialPath foi usado para a
quantificagdo de simeticona em um medicamento
antiacido disponivel comercialmente. Para fins de
comparagéo, os dados também foram adquiridos usando
a abordagem tradicional do FTIR com cela desmontavel
em um compartimento de amostra de transmissao.

A quantificagdo de simeticona é descrita na monografia
da USP-NF, USP43-NF38, pagina 4044 (7). De acordo com
a monografia, a quantidade de simeticona na formulagdo
de um medicamento é determinada como a concentragao
percentual da amostra em comparagao a uma solugao
padrdo de simeticona de 2 mg/mL (2 mg/mL é igual

a concentragdo percentual de 100%).

Parte experimental

Preparo das solugoes de branco, padrao e de controle
de amostra

A USP43-NF38 descreve a quantificagdo de simeticona como
uma concentracao percentual em relagao a um padrao de
simeticona conhecido. Uma solug¢éao padrdo de simeticona
contendo 2 mg/mL (100%) de simeticona foi preparada usando
um padrao de referéncia de simeticona USP. Cerca de 25 mg
de simeticona da USP (CAS 8050-81-5) foram precisamente
pesados e transferidos para um tubo de centrifuga de vidro
de 50 mL com tampa rosqueavel. 12,5 mL de tolueno de

grau espectroscopico foram adicionados ao tubo, seguidos
de 25 mL de HCI 4,8 M. O tubo foi agitado manualmente
durante 5 minutos seguido de 5 minutos de agitagdo em

um misturador vortex. Em seguida, o tubo foi centrifugado a
1500 rpm por 30 minutos. Cerca de 5 mL da camada organica
superior foram transferidos para um tubo de centrifuga de

50 mL com tampa rosqueavel contendo cerca de 1 g de sulfato
de sddio anidro para remover qualquer agua residual presente
na camada organica. O tubo foi agitado vigorosamente de
forma manual por 1T minuto e centrifugado por 10 minutos

até que uma camada transparente fosse obtida. Um branco
foi preparado seguindo o mesmo procedimento, mas sem
adicionar a simeticona da USP. Para testar o método usando
amostras acima, abaixo e dentro da faixa, trés amostras de
controle contendo concentragbes percentuais de 81,2, 114,0 e
100,7% de simeticona também foram preparadas.

Preparagao de capsulas contendo simeticona

Um tipo de capsula de simeticona disponivel comercialmente
foi adquirido em uma farmacia local. O rétulo indicava que
cada capsula continha 100 mg de simeticona. Cada capsula
foi dissolvida em 100 mL de HCI 4,8 M e 50 mL de tolueno
para obter uma solugdo com uma concentragao nominal de
2 mg/mL (concentragdo percentual de 100%). A extragéo
seguiu o0 mesmo procedimento descrito para a solugao
padrdo de simeticona.

Figura 2. A amostra de liquido é colocada na janela de amostra do médulo
DialPath instalado no espectréometro FTIR Agilent Cary 630.



Instrumentagao

Dois espectrometros FTIR Agilent Cary 630 foram usados
neste estudo. O primeiro FTIR Cary 630 foi equipado com
um modulo de transmissao projetado para uma cela de
liquido tradicional desmontdvel com janelas de fluoreto de
célcio e um espacador de 500 microns (Omni-cell, Specac
Ltd., Reino Unido). O segundo FTIR Cary 630 foi equipado
com um maodulo Agilent DialPath com um caminho 6ptico de
500 microns (Figura 2).

As amostras foram divididas em dois lotes para andlise
paralela pelos dois espectrémetros FTIR utilizando o médulo
de cela de liquido e 0 médulo DialPath. Para minimizar
qualquer residuo ou contaminagéo cruzada entre as amostras,
a cela de liquidos foi lavada com grandes quantidades de
tolueno. Apenas algumas gotas de isopropanol em um pano
foram necessarias para limpar as duas janelas de amostra do
DialPath. O software MicroLab foi usado para coletar os dados
e criar um método para o calculo direto da concentragao da
amostra. Para compensar a absorbancia dos solventes da
amostra, o sinal de fundo foi medido contra o branco na cela
de liquidos e no DialPath, respectivamente. Os parametros para
coleta de dados foram descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Par@metros para coleta de dados por FTIR usados para medi¢des
de quantificagdo usando a cela tradicional de liquidos e 0 médulo DialPath.

Parametro Configuragao

Faixa espectral (cm™) 4.000 a 650

Scans do sinal de fundo 64

Scans da amostra 64

Resolugado espectral (cm™) 2

Coleta do sinal de fundo Foi utilizado um branco
Caminho 6ptico (microns) 500*

*Especificado na USP43-NF38

Resultados e discussao

Andlise quantitativa: cela de transmissao tradicional
desmontavel vs DialPath

A andlise quantitativa das amostras de simeticona foi
realizada em dois FTIR Cary 630, um com uma cela de liquidos
tradicional desmontavel e o outro com o médulo DialPath.

A absorbancia maxima da banda em aproximadamente

1260 cm™ foi usada para quantificagdo. De acordo com a
monografia USP43-NF38, os valores de absorbancia para

0 padrao e as amostras podem ser usados para calcular a
concentragdo percentual de simeticona pela equagdo 1 (7):

Equacao 1:

Concentragao percentual =22 - =- 100%
Ar Gy

Em mais detalhes:

Concentracao _:uercentLEI:;:-.J-A; . r— 100% EJ:'._'(— .= 1DE-3$]

.._.
= Ao~ (Tator de multiplicacao)

Ay = absorbéncia da solugdo da amostra

Az = absorbéncia da solugdo padrao

Cs= concentracdo de simeticona na solucdo padrio
Cy= concentracao nominal de simeticona na solugao

Calculo automatico da concentragao percentual

O software MicrolLab guia os usuarios por todo o fluxo de
trabalho analitico usando imagens instrutivas e um design de
facil navegagao. Ambos os métodos FTIR para a andlise de
rotina de solugdes de simeticona usando o DialPath e a cela
de liquidos foram criados no software MicroLab. Os métodos
determinam automaticamente a absorbancia maxima em
~1260 cm™ (usando a altura da banda com um componente
Unico da linha de base) e o software aplica automaticamente
o célculo pela equagéo 1 (consulte a Figura 3).
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Figura 3. No software MicrolLab, “‘componentes” séo usados para calcular
resultados quantitativos a partir dos espectros medidos. O componente
mostrado acima determina automaticamente o valor de absorbancia (A ) no
ponto maximo da banda, neste exemplo em torno de 1260,8 cm™. A escala
(valor x) ent&o aplica um fator de multiplicagdo ao valor de absorbéncia para
fornecer um resultado: Concentragéo percentual = valor de absorbancia (A )
x fator de multiplicagéo, conforme explicado na equagao 1. Neste estudo, o
fator de multiplicagdo para o DialPath é 242,6276672.

A concentragao percentual de simeticona em uma amostra

€ relatada diretamente apos a aquisigao de dados. Se
quaisquer resultados estiverem fora dos critérios de
aceitacdo de 85-110% especificados pela USP, eles serédo
marcados em vermelho, conforme mostrado na Figura 4 para
a amostra de controle 1, que contém 81,2% de simeticona.
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Figura 4. O software MicroLab foi utilizado para determinar a concentragéo
percentual para as amostras de controle e cdpsulas comerciais. Resultados
executaveis com cédigo de cores sado relatados diretamente apds a aquisigéo
de dados, seguindo as configuragdes de limiar do método.

Os dois métodos do FTIR Cary 630 foram usados para
determinar a concentragao percentual das amostras de
controle 1, 2 e 3 usando 0os modulos de cela de liquidos

e DialPath. Os resultados na Tabela 2 mostram que os
resultados mais precisos foram obtidos usando o acessério
DialPath em comparagao com a cela de liquidos.

Tabela 2. Concentragao percentual de simeticona nas trés amostras de controle medidas usando um FTIR Cary 630 com DialPath e um FTIR Cary 630 com cela de

transmisséo.

FTIR Cary 630 com DialPath

FTIR Cary 630 com cela de transmissao

Amostra de controle Concentragao percentual

tedrica de simeticona (%) medida (%)

Concentragao percentual

Precis&o (%) Concentragdo percentual

medida (%)

Precisdo (%)

1 81,2 81,2 100 80,3 98,8
2 114,0 1131 99,2 1111 97,4
3 100,7 102,6 98,1 103,1 97,7




As concentragdes percentuais de simeticona nas capsulas
comerciais medidas pelos dois FTIR Cary 630 equipados
com DialPath e com a cela de liquidos estavam dentro da
faixa de aceitagao de 85,0-110,0% especificada na USP
(Tabela 3) (7). Os resultados sugerem que o DialPath é uma
técnica de amostragem adequada para a determinagao de

concentragbes percentuais de simeticona em formulagdes de

medicamentos liquidos de acordo com a exigéncia da USP.

Tabela 3. Concentragbes percentuais das capsulas comerciais de simeticona

obtidas usando um FTIR com mdédulo DialPath e cela de transmisséo.

Concentragao

percentual medida via

DialPath (%)

Concentragao
percentual medida via
cela de transmiss&o (%)

Amostra comercial 1 101,3 103,8
Amostra comercial 2 101,7 101,8
Amostra comercial 3 102,4 102,6

O desempenho do FTIR Cary 630 com o mdédulo DialPath
também foi avaliado em termos de exatidao, precisao,
linearidade e faixa de concentragao.

Precisao da medicao

Um teste de método de adigdo padréo foi realizado para
verificar a precisdo das medigbes com o DialPath. Trés
aliqguotas de uma amostra com uma concentragao percentual
nominal de 97,3% de simeticona sofreram adigdes de 5, 10

e 15% de simeticona com volumes precisos de uma solugao
padrao de simeticona de alta concentragao. Cada amostra
com adicao foi medida trés vezes e a recuperagao média foi
calculada de acordo com a seguinte equagao:

Equagéo 2: % de recuperagédo = (C,/C,) x 100

C, = concentragédo percentual medida

C2 = concentragao percentual calculada

Os resultados das recuperagdes na Tabela 4 estavam todos
na faixa de 100,5%, sugerindo que medic¢des altamente

precisas podem ser obtidas com o FTIR Cary 630 equipado
com o moédulo DialPath.

Tabela 4. Andlise de uma amostra de simeticona com adigéo de simeticona
em trés concentragdes percentuais usando o FTIR Cary 630 com modulo
DialPath para determinar a precisdo do método, n=3.

Concentragdo | Concentragcdo | Concentragdao | Concentragdo |Recuperagédo
percentual da percentual percentual percentual média (%)
amostra (%) com adigdo calculada (%) medida (%)
(%)
97,3 50 102,3 102,4 100,102
973 10,0 107,3 107,8 1005+ 04
97,3 15,0 112,3 112,7 1004 0,1

Precisao da medicao
A precisdo do FTIR Cary 630 com medi¢des usando o
DialPath foi avaliada através de um estudo de repetibilidade.
Uma solucgdo de simeticona foi dividida em seis porgoes, e
cada porcédo foi analisada separadamente. A repetibilidade
dos resultados foi avaliada pelo calculo da média e desvio
padrdo para a absorbancia e a concentragao percentual de
simeticona (Tabela 5). O FTIR Cary 630 com modulo DialPath
apresentou excelente precisdo com um desvio padrao de
apenas 0,0013 nas medic¢des de absorbancia e 0,34% nas
medigGes de concentragao.

Tabela 5. Estudo de repetibilidade do FTIR Cary 630 com DialPath em seis
medi¢des da mesma amostra.

Absorbancia Concentragao percentual
da amostra (%)

Porgdo da amostra 1 0,4154 100,8
Porgdo da amostra 2 0,4144 100,5
Porgao da amostra 3 0,4137 1004
Porgdo da amostra 4 0,4167 1011
Porcédo da amostra 5 0,4158 100,9
Porgdo da amostra 6 0,4178 101,4
Média 0,4156 1009

Desvio padrdo 0,0013 0,34




Linearidade de calibragao e faixa de concentracao

A linearidade entre a concentragao do analito e a leitura da
absorbancia usando o médulo DialPath foi demonstrada
criando uma curva de calibragao e avaliando a curva usando
regressao de minimos quadrados. Os padroes de calibracao
para as cinco concentracoes diferentes de simeticona
foram preparados na faixa de concentracédo percentual

de 0—-190% através das diluicbes apropriadas. A altura

da banda correspondente a simeticona (1260,8 cm™) foi
usada para avaliar a linearidade da resposta espectral com
o DialPath. Essas medigdes foram utilizadas para tragar a
curva de calibragédo e também para calcular o coeficiente de
correlacdo (R?) da curva de calibragdo. A curva de calibragdo
foi criada e todos os célculos estatisticos foram realizados
usando o software MicrolLab Quant.

O grafico da altura da banda de simeticona (em 1260,8 cm™)
em fungao da concentragéo indica que a resposta espectral
do DialPath possui linearidade excelente com um coeficiente
de correlagdo de R?=0,9997 (Figura 5).

Figura 5. Avaliacéo da linearidade do DialPath usando o software MicroLab
Quant. As curvas de calibragao e célculos de coeficiente de correlagéo séo
executados automaticamente pelo software. Os usudrios podem relatar os
resultados obtidos para fins de documentagéo.

Produtividade das amostras e utilizagao de recursos

A quantificacdo de simeticona usando o FTIR Cary 630 com

o0 modulo DialPath oferece uma produtividade das amostras
significativamente maior, minimiza o volume da amostra e
reduz o descarte de solvente quando comparado com a analise
usando a cela de transmisséo de liquidos (consulte a Figura 6).

Em uma hora de tempo de analise, o DialPath permitiu a
anadlise de 40 extratos de amostra, o dobro de amostras
analisados com a cela de liquidos. O tempo de aquisi¢édo de
dados foi de aproximadamente 1 min para ambas as técnicas
de amostragem. Além disso, o DialPath precisou de apenas
20 pL de solugcao de amostra de simeticona, enquanto a cela
de liquidos exigiu 5 mL de cada amostra.

Para evitar a contaminagao cruzada, a cela de liquidos
precisa ser lavada varias vezes antes de injetar a proxima
amostra. O DialPath pode ser limpo com um pano

e algumas gotas de solvente, oferecendo redugdo no
descarte de solvente, além de economia de custos com
solvente e descarte de residuos. O DialPath € uma técnica
de amostragem simples e facil de usar que supera a
complexidade associada a cela de transmissao de liquidos
(por exemplo, com a limpeza entre cada amostra, garantir
gue nédo haja bolhas de gas presas e manuseio adequado
das placas de abertura). O DialPath oferece economia
consideravel de amostra, tempo e custo.

DialPath Cela de liquidos
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Figura 6. Painel de comparagao ap6s 60 min de anélise de extratos de
simeticona usando o FTIR Cary 630 com o modulo DialPath e o FTIR Cary 630
com uma cela de transmissé&o tradicional de liquidos.



Conclusao

Nesta nota de aplicagéo, o FTIR Cary 630 equipado com um
acessorio de amostragem por transmissao altamente eficiente
(DialPath) foi usado para a andlise quantitativa rdpida de
amostras farmacéuticas liquidas.

O desempenho, a velocidade de andlise e a amostragem
inovadora do FTIR Agilent Cary 630 com o mdédulo DialPath
possibilitaram o rapido desenvolvimento e implantagao de um
método quantitativo para a medigao de simeticona.

A qualidade dos dados quantitativos gerados pelo FTIR Cary
630 com DialPath foi comparavel ou melhor que os resultados
fornecidos por um FTIR Cary 630 com uma cela tradicional. No
entanto, a facilidade de uso do DialPath ofereceu consideravel
economia de tempo e custo em comparagdo com o uso de
celas de liquidos tradicionais, tornando-o ideal para aplicagdes
farmacéuticas.

O FTIR Cary 630 com DialPath proporcionou uma calibragéo
altamente linear, até 190% de simeticona, com excelente
repetibilidade. A excelente exatidao e precisao dos dados
analiticos obtidos para a medi¢do de simeticona demonstraram
a eficacia da instrumentagéo, método e resultados analiticos.

O FTIR Cary 630 atende aos requisitos de desempenho da
farmacopeia global, como a Farmacopeia Europeia, dos Estados
Unidos, da india e do Japao. O software MicroLab Pharma
opcional facilita a conformidade como definido pelo US FDA

271 CFR Parte 11, Anexo 11 da UE e regulamentos de registros
eletrénicos nacionais semelhantes.

Referéncia

1. Emulsdo de simeticona. United States Pharmacopeia and
National Formulary (USP43-NF38-4044). DoclID: GUID-
4965A93F-3617-485C-87B4-1DFBDF33EC3F_4_en-US.
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