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Resumo

O presente estudo desenvolveu e validou um método analitico para o IFA (Insumo
Farmacéutico Ativo) paracetamol, com base nas exigéncias da RDC n° 166/2017
da ANVISA. O processo incluiu desde o preparo das solucdes até a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram avaliados pardmetros como
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. A seletividade foi
demonstrada por meio de degradacdo for¢ada, comprovando que o método nao
sofre interferéncias de impurezas ou produtos de degradagdo. A linearidade foi
validada com coeficiente de correlacdo superior a 0,990, garantindo a
confiabilidade da curva analitica. A precisdo foi verificada por meio de
repetibilidade e precisdo intermediaria, ambas dentro dos limites aceitaveis. A
exatiddo apresentou taxa de recuperacdo entre 90 e 107%, enquanto a robustez
demonstrou que o método suporta pequenas variacdes operacionais. Os resultados
atenderam aos critérios de aceitacdo, confirmando a validade para ser utilizado em
diversas frentes de quantificacdo deste farmaco.
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Abstract

The present study developed and validated an analytical method for the Active
Pharmaceutical Ingredient (API) paracetamol, based on the requirements of
ANVISA's RDC No. 166/2017. The process encompassed steps from solution
preparation to analysis using high-performance liquid chromatography.
Parameters such as selectivity, linearity, precision, accuracy, and robustness were
evaluated. Selectivity was demonstrated through forced degradation, confirming
that the method is free from interference by impurities or degradation products.
Linearity was validated with a correlation coefficient greater than 0.990, ensuring
the reliability of the analytical curve. Precision was verified through repeatability
and intermediate precision, both within acceptable limits. Accuracy showed a
recovery rate ranging from 90% to 107%, while robustness demonstrated that the
method tolerates small operational variations. The results met the acceptance
criteria, confirming the method’s validity for use in various quantification
applications for this pharmaceutical compound.
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1 Introdugéo

O estudo dos contaminantes emergentes tornou-se um tema de grande relevancia
cientifica nas ultimas décadas, motivado por sua crescente detecgdo em diferentes meios
ambientais, como agua, solo e ar. Esses compostos, provenientes de fontes antropicas
(efluentes domésticos, industriais, hospitalares e préaticas agricolas) ou naturais, ndo sao
normalmente monitorados em programas de rotina, mas podem representar riscos

significativos ao meio ambiente e a saide humana (Montagner; Vidal; Acayaba, 2017).

Entre os compostos preocupantes, destacam-se os disruptores endocrinos, que
interferem no sistema hormonal e podem causar efeitos adversos como infertilidade e
aumento do risco de certos tipos de cancer. Alguns dos contaminantes emergentes mais
comuns incluem medicamentos de uso humano, como o paracetamol, cujo uso extensivo
e descarte inadequado contribuem para sua presenca em aguas residuais (Farto et al.,
2021).

Para analisar esses contaminantes, técnicas avancadas de separacdo, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sdo amplamente utilizadas devido a sua
precisdo e sensibilidade. A validacdo de métodos analiticos segue rigorosos parametros
estabelecidos pela legislagdo, como os da ANVISA, garantindo a confiabilidade e
reprodutibilidade dos dados obtidos em estudos ambientais e de satde publica (Brasil,
2022).

Este trabalho propfe validar um método de andlise cromatogréfico para o
paracetamol que possa ser utilizado em diversas frentes de quantificacdo deste farmaco,
tanto para a industria farmacéutica quanto na investigacdo como um contaminante

emergente.
2 Fundamentacdo Teodrica
2.1 Contaminantes emergentes

O tema dos contaminantes emergentes ganhou bastante foco nesta Gltima década e
vem ganhando diferentes tipos de abordagens por cientistas e pesquisadores de todo o
mundo em Vvarios aspectos. S&0 muitos compostos que vém sendo identificados e
detectados nos diferentes tipos ambientais que possuimos sendo eles o solo, a &gua e o ar,

podendo vir tanto de origem antrdpica que sao aqueles oriundos de efluentes domésticos,



industriais, hospitalares e de atividades agricolas e pecuérias, quanto de origem natural
como as plantas. Os compostos contaminantes emergentes ndo fazem parte de programas
de monitoramento de rotina, porém podem apresentar riscos ao ecossistema, com isso, a
tendéncia € que em breve eles sejam regulamentados e inclusos na legislacdo dependendo

dos resultados feitos em estudos a danos ambientais (Montagner; Vidal; Acayaba, 2017).

Alguns contaminantes emergentes sdo considerados como disruptores enddcrinos
(DEs), sdo compostos que bloqueiam as a¢des dos hormonios naturais. Eles se ligam aos
receptores celulares modificando as suas respostas normais, este efeito pode ocorrer tanto
em seres humanos como também em animais, causando a queda na qualidade do sémen,
a infertilidade, diabetes e 0 aumento nas chances de se ter cAncer de mama, de testiculo e
préstata. Existem duas preocupacfes sobre 0s contaminantes emergentes presentes nas
aguas brasileiras, o primeiro € a exposi¢do da biota e dos seres humanos a estes compostos
e 0 segundo é a possibilidade de contaminacdo de mananciais de dgua bruta. Como muitos
destes compostos sdo de dificil degradacdo, o tratamento comum de aguas para o
abastecimento ndo retira estes contaminantes que podem acabar afetando a qualidade da
agua tornando um problema bem maior. Por fim um Gltimo aspecto preocupante é as
praticas agricolas intensivas, que acabam contaminando o solo podendo resultar na
infiltracdo de poluentes, que alcancam tanto as aguas superficiais quanto as subterraneas
(Farto et al., 2021).

2.2 Tipos de contaminantes emergentes

O conceito de contaminantes emergentes conta com uma ampla variedade de
compostos que sdo oriundos de diversas areas que sdo exercidas pelas atividades
humanas. Existem sete grupos principais de onde se originam estes compostos, sendo eles
pesticidas e praguicidas, surfactantes, retardadores de chama e fogo, drogas ilicitas,
produtos de higiene pessoal, produtos para o tratamento de &gua e produtos
farmacéuticos. H4 um volume muito grande de produtos farmacéuticos que sao utilizados
pela populacéo, como por exemplo analgésicos como o ibuprofeno e o paracetamol, que
sdo medicamentos consumidos em grande escala e usado muito na automedicagao, outros
medicamentos como anti-hipertensivos e antimicrobianos também sdo bastante utilizados
em todo o mundo, com isso, acabam por ser langados nos meios aquaticos principalmente

por aguas residuais como os esgotos (Pachés Giner, 2020).



2.3 Paracetamol

O acetaminofeno ou paracetamol, como é popularmente conhecido, € um composto
analgésico e antipirético usado para tratamentos terapéuticos. Ele possui grande
solubilidade em agua (12,78 mg/mL em temperatura ambiente), tem a sua metabolizacédo
principal pelo figado e é excretado pelos rins, com isso, 0 meio de transporte mais comum
para ele no meio ambiente é pelas aguas residuais. Mesmo o paracetamol sendo
considerado seguro para o consumo humano, se for consumido em grandes quantidades

pode causar toxicidade hepatica (Pefialver Romero, 2020).

A participagdo do paracetamol como contaminante emergente aponta
concentragdes variaveis em ambientes aquaticos ao redor do mundo. Estudos indicam que
a concentracdo de paracetamol em aguas residuais e corpos d"agua pode variar de 0,1 a
300 ug/L, esta concentragcdo medida no ambiente pode ser significativa se comparada
com os niveis que ndo causam efeitos. Este nivel para o paracetamol foi estabelecido em
12,9 pg/L além de que este risco pode ser elevado em areas com altos niveis de descarte

inadequado de medicamentos (Shipingana; Shivaraju; Yashas, 2022).
2.4 Métodos de analise para os contaminantes emergentes

Os métodos de andlise para detectar os farmacos contaminantes emergentes em
amostras ambientais sdo bem especificos sendo eles a extracdo em fase-solida,
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detectores ultravioleta com suas derivagdes (Danieli, 2022).

A extracdo em fase-solida € um método eficiente de analisar amostras. Parecido
com o método de extracdo liquido-liquido a extracdo em fase-solida possui 0s mesmos
principios. A amostra liquida a ser analisada passa por particulas adsorventes onde 0s
analitos tem maior afinidade do que o liquido a granel. Apdés isso os analitos sdo extraidos
por eluicdo a partir de um solvente apropriado de acordo com a amostra. Esta técnica de
preparacdo de amostras passou a ser amplamente utilizada em diversas aplicacGes
analiticas ambientais, sendo incorporada gradualmente em procedimentos padronizados
ao longo da ultima década. Como resultado, a extracdo em fase-sélida tornou-se bem

conhecida por um vasto publico no campo da anélise (Badawy, 2022).

A cromatografia € uma técnica de separacdo e analise de substancias em uma

mistura, muito usada em quimica analitica. Ela funciona com base nas diferentes
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velocidades de deslocamento dos componentes de uma mistura, ao passarem por um meio
estacionario (fixo) e outro mével (liquido ou gas). Cada componente da mistura interage
de forma diferente com 0 meio estacionario, o que resulta em tempos de retencéo variados
e possibilita a separacdo. Existem varias técnicas de cromatografia, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa (GC), cada uma adequada para
diferentes tipos de amostras e condic¢des experimentais (Grinberg, 1990).

2.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Devido a sua alta resolucdo, seletividade e capacidade de detecgéo, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica bastante utilizada no desenvolvimento de
métodos analiticos e estudos de identificacdo. Essa técnica foi introduzida na década de
1960, aprimorada nos anos 1970 e passou a ser amplamente aplicada principalmente na
avaliacdo de estabilidade e identificagdo de produtos farmacéuticos. Entre os diversos
tipos de detectores que podem ser acoplados a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), os espectrofotdmetros de absorcao no ultravioleta (UV) sdo os mais comumente
usados em analises farmacéuticas, sendo disponiveis nas variantes de comprimento de
onda variavel ou de DAD (detector de arranjo em diodos). Com esse tipo de detector, é
possivel gerar cromatogramas em diferentes comprimentos de onda a partir de uma Unica
corrida, obter espectros de varredura na regido UV dos picos cromatogréaficos individuais
e, ainda, determinar a homogeneidade espectral de cada pico, o que indica a auséncia de

coeluices (teste de pureza do pico) (Facci et al., 2020).
2.6 Validacdo de Métodos

Segundo a RDC 166/2017, validacdo € o ato documentado que atesta que qualquer
procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema realmente é
consistente e leva aos resultados esperados. O objetivo de uma validacdo analitica é
demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, isto é, a determinacéo
qualitativa, semiquantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias
relacionadas em produtos farmacéuticos. Os parametros preconizados, que devem ser
seguidos no processo de validagéo, constam no documento oficial da ANVISA: RDC n°
166/2017, que dispde sobre a validacdo de métodos analiticos. Para a aprovacéo final o
método desenvolvido e validado no laboratério deve ser capaz de atender os parametros

minimos exigidos pela resolugéo (Brasil, 2022).



2.7 Parametros avaliados no processo de validacdo de métodos

De acordo com a RDC n° 166/2017, para métodos quantitativos e de ensaio limite,
a seletividade deve ser demonstrada atraves da comprovacdo de que a resposta analitica
se deve exclusivamente ao analito, sem interferéncia do diluente, da matriz, de impurezas
ou produtos de degradacdo. Para demonstrar auséncia de interferéncia de produtos de
degradacéo, € necessario expor a amostra a condi¢des de degradacdo forcada em ampla
faixa de pH, de oxidacdo, de calor, umidade e de luz. Para andlise quantitativa, a
linearidade sera determinada pela realizacdo de uma curva com pontos equidistantes no
intervalo entre 0 80% até 120% da concentracdo de trabalho, através da andlise de no
minimo 5 concentracGes diferentes do analito. A preciséo é a avaliacdo da proximidade
dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma
mesma amostra. A repetibilidade ou precisdo intercorrida, é a concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo com 0 mesmo analista e a mesma instrumentacéo.
E verificada por no minimo de 6 determinacbes a 100% da concentracdo do teste,
preparadas de forma independente desde o inicio do processo. A exatiddo de um método
analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao
valor verdadeiro. A exatiddo é expressa pela relagdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente. A robustez de
um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas
variacfes dos parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso normal.
Constatando-se a susceptibilidade do método a variacdes nas condi¢bes analiticas, estas
deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento de analise
(Brasil, 2017).

3 Metodologia

O estudo foi realizado em um laboratério de insumos farmacéuticos (LAIF)
vinculado a Pontificia universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) na cidade
de Porto Alegre — RS. O LAIF tem como foco de atuacéo a avaliacdo e caracterizacdo de
matérias-primas e insumos farmacéuticos. Desta forma, apoia o desenvolvimento
tecnoldgico e industrial do setor farmacéutico e farmoquimico, atendendo tanto a
industrias pablicas quanto privadas. S&o dotados de uma grande variedade de
equipamentos que permite a realizacdo dos ensaios classicos de controle de qualidade e

de ensaios para a determinacdo de caracteristicas fisicas e de propriedades mecanicas,



necessarias ao desenvolvimento de novas formulagdes (LAIF, 2024).

O presente estudo abordou o desenvolvimento para a validacdo de um método
analitico para o IFA de paracetamol cedido por um cliente do LAIF, com o objetivo de
atestar que o procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema,
realmente é consistente levando a resultados esperados. Essas etapas incluiram desde o

preparo de solugdes até o tratamento dos resultados obtidos experimentalmente.

O cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia utilizado para o0s ensaios de
desenvolvimento e validagdo foi o Shimadzu LC-20AT Prominence. O padrdo de
paracetamol (Acetaminofeno) utilizado nos ensaios foi o Sigma-Aldrich (Lote:
LRADG6514, Pureza: 99,99%).

3.1 Preparo da fase movel e solugdes de trabalho

Para as andlises cromatogréaficas foram necessarias o preparo de duas solucfes de
fase mdvel sendo elas A e B, onde ambas foram adaptadas a partir de uma monografia da
farmacopeia americana. A fase movel A foi preparada a partir de uma solugédo contendo
1,7 g/L de fosfato de potassio monobasico e 1,8 g/L de fosfato de sddio dibasico anidro.
Ap0s o preparo feito, a solucédo resultante passou por uma filtracdo a vacuo utilizando um
filtro de membrana com porosidade de 0,45 um. A fase movel B é composta apenas por

Acetonitrila grau HPLC e ndo necessita passar por nenhum tipo de filtracéao.

Para o preparo da solu¢do padrdo estoque foi utilizado o padrdo de paracetamol em
uma concentracdo de 0,1 mg/mL e utilizado metanol grau HPLC como diluente por ser
muito soltvel. Em seguida foi preparado a solucdo padrdo de paracetamol a partir da
solucdo padrdo estoque onde a concentracdo da solugédo é de 0,02 mg/mL de padréo de
paracetamol utilizando como diluente a fase moével A, pois facilita a separacdo

cromatografica dentro da coluna.

Para o preparo da amostra do IFA paracetamol foram feitas duas solucgdes, a
primeira solucdo é a de amostra estoque onde foi adicionado o IFA paracetamol em uma
concentracédo de 0,1 mg/mL e usado o metanol grau HPLC como diluente por ser muito
solivel. Em seguida foi preparado a solucdo amostra do IFA paracetamol com uma
concentragdo de 0,02 mg/mL e utilizando como diluente a fase movel A, pois facilita a

separacao cromatografica dentro da coluna.



3.2 Condigoes cromatogréficas

As condigdes cromatograficas utilizadas para os ensaios de analise de identificacdo
e teor do IFA paracetamol estdo descritas conforme a tabela 1. O comprimento de onda
de 246 nm foi selecionado a partir de uma varredura entre 190 e 400 nm dentro do UV
acoplado ao CLAE, como o detector utilizado na analise é DAD, foi possivel verificar
pureza e intensidade do pico cromatografico do paracetamol dentro dos comprimentos de
onda selecionados na regido do UV, sendo possivel selecionar o comprimento de onda

com maior intensidade e pureza de pico.

Tabela 1 — Condic¢des cromatograficas para a analise de identificacdo e teor do

paracetamol.
Fase movel A Solugdo A
Fase mével B Acetonitrila grau HPLC
Coluna C18 - 250 mm x 4,6 mm X 5 pm
Temperatura da 40 °C
coluna
Fluxo,da fase 1,0 mL/min
movel
Volume de injecdo 25 pL
Detector Arranjo de diodos (DAD)
Comprlmer}to de 246 nm
onda de leitura
Tempo Fase movel A Fase movel B
0-2min 99% 1%
2 -2.5min 99 — 90% 1—10%
2.5—-3 min 90 — 85% 10 — 15%
Gradiente 3-3.5min 85 — 82% 15 — 18%
3.5-4min 82 — 85% 18 — 15%
4 —4.5min 85 — 90% 15 - 10%
4.5-5.5min 90 — 99% 10 - 1%
5.5-12 min 99% 1%

Fonte: Os autores (2024).

3.3 Adequabilidade do sistema

A amostra utilizada para os testes de adequabilidade do sistema serd a Solucédo
Padrdao 0,02 mg/mL. O pardmetro de conformidade do ensaio de adequabilidade do
sistema, para seis replicatas, € o desvio padrdo relativo (DPR) menor que 0,73% calculado
a partir da equacéo 1.

_ DP x 100

DPR = ——— 1
CMD @



Onde:

DPR = Desvio padréo relativo

DP = Desvio padrdo

CMD = area media do IFA paracetamol determinada entre as 6 observacdes
3.4 Parametros de desempenho para a valida¢do do método analitico

De acordo com a RDC 166/2017 - Anexo |, os métodos em questdo, devem
contemplar os parametros para a validacdo analitica apresentados na Tabela 2. Além dos
parametros listados abaixo, seréo avaliadas a adequabilidade do sistema e a robustez para
todos os métodos. A seletividade serd avaliada mediante a realizacdo da degradacéo
forcada.

Tabela 2 — Parametros de validacdo analitica aplicado para cada metodologia.

Método
Parametro Identificacdo Teor

Seletividade X X

Linearidade X

Exatidao X

Precisdo «
Repetibilidade

Precisdo «
Intermediaria

Fonte: Os autores (2024).
3.5 Seletividade

Pela RDC n° 166/2017 “a seletividade do método analitico deve ser demostrada por
meio da sua capacidade de identificar e quantificar o analito de interesse inequivocamente
na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas,
diluentes e componentes da matriz.” Por esse motivo, opta-se por seguir 0s parametros
de degradacéo forcada para demostrar e comprovar que a resposta analitica corresponde

exclusivamente ao analito sem interferéncia de impurezas e produtos de degradagé&o.

De acordo com a RDC n° 53/2015, que estabelece os pardmetros para a notificacéo,
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacéo, os testes de degradacdo devem
promover uma degradacdo superior a 10 % (diminuicdo da area do pico principal) e
inferior aquela que levaria & degradacdo completa da amostra. Quando tal condigdo néo

for alcancada, a empresa deve apresentar justificativa técnica fundamentada.
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Os estudos de degradacéo serdo conduzidos conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Condigdes de degradacao.

Estudo Condicéo Tempo de estresse
Degradacao 300 Wh/m? 155 h
Fotolitica
Degradado HCI 1M 24h
Acida
Degradacao NaOH 1M 241
Bésica
Degradacéo 0
Oxidativa H20: 3,5% 16 h
Degradacdo por 50 °C 16 h
temperatura
Degradacdo por CuSO4 1M 16 h
ions metalicos
Degrad_a(;ao por 23 °C e 85% Umidade relativa 16 h
umidade

Fonte: Os autores (2024).

E importante demonstrar o desempenho do método proposto em separar Compostos
com estruturas que possam estar presentes no cromatograma. Isto deve ser confirmado
pela obtencdo de resultados positivos, preferencialmente em relacdo ao material de
referéncia conhecido, em amostra contendo o analito de interesse, comparativamente com
resultados obtidos a partir da analise de um branco, que ndo contenha o analito de
interesse (placebo). A separacdo cromatografica é quantificada através de fatores de

resolucdo que deve ser maior que 1,5, e é calculada através da Equacéo 2, abaixo:

(trz — tr1)
(W, + W) 2)

Rs = 1,18 X
Onde:
Rs = Resolucéo
tr1 € tr2 = Tempos de retencdo de dois componentes
W, e W, = Largura dos picos integrados a partir da linha de base

3.6 Linearidade

Ao realizar uma determinacdo de linearidade, é necessario garantir que 0s
resultados gerados pelo modelo ajustado sejam confidveis. Essa comprovagéo exige uma

avaliagdo estatistica completa e rigorosa de todas as medidas de um conjunto de dados,
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antes de aprova-los como as determinacBes necessarias para elaborar uma curva de
calibracdo. Sendo assim, a avaliacdo estatistica da linearidade contemplaré as seguintes

etapas:
« Avaliacdo de Residuos

A avaliacdo de residuos pode ser realizada com um conjunto de técnicas graficas

(informais) e técnicas formais, a fim de comprovar:

Normalidade dos residuos (Anderson-Darling);

Homoscedasticidade do método (Breusch-Pagan);

Independéncia dos residuos (Durbin-Watson);

Valores aberrantes — Outliers (Grubbs).

O uso combinado dessas técnicas com os gréaficos, permite um amplo entendimento
das determinagdes ndo validas na curva de calibracdo. Além disso, a avaliacdo da
homoscedasticidade do método é essencial para realizar a correta estimativa do modelo

de regressdo linear e posterior avaliacdo estatistica da validade dos resultados.
+ Homoscedasticidade:

Caso haja homogeneidade entre as variancias (homoscedasticidade), a avaliacdo de
significancia dos pardmetros pode ser realizada com um método estatistico paramétrico
(ex. ANOVA), e a regressdo linear pode ser realizada através do Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios (MMQO). Caso ndo haja homogeneidade entre as variancias
(heterocedasticidade), a avaliacdo de significancia dos parametros deve ser realizada com
algum outro método estatistico ndo parameétrico, e a regressao linear deve ser realizada
com o Método dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP) para o ajuste mais
adequado do modelo.

* Regressao Linear e Determinacdo da Curva de Calibracéo:

Tendo comprovado a validade dos resultados coletados e 0 comportamento desses,
é possivel entdo fazer a determinagdo da curva analitica, plotando a equacgéo da reta de
regressdo de y em x, estimada pelo método dos minimos quadrados e fazendo a avaliacdo

da associagéo linear entre as variaveis por meio dos coeficientes de correlacdo (r) e de

11



determinacéo (r?).

A relacdo linear é comprovada com o exame visual do gréfico plotado e com o valor
do coeficiente de correlacdo adequado (acima de 0,990). Além dessas verificacOes, €
necessario comprovar a significancia do coeficiente angular (inclinacéo) e se o seu valor

¢ significativamente diferente de zero para um nivel de significancia de 5% (0=0,05).
+ Significancia do Coeficiente Linear (Intercepto):

A avaliacgdo do coeficiente linear pode trazer informacéo importante e sera realizada
através de teste t, se o coeficiente linear é ou ndo estatisticamente diferente de zero. Caso
seja encontrado intercepto estatisticamente diferente de zero e com magnitude
significativa frente as respostas analiticas, € recomendavel que se utilize uma curva de

calibracdo ao invés de um ponto Unico para padronizacdo na rotina de analise.

Para o critério de aceitacdo, os testes devem atender alguns requisitos sendo eles:
todos os testes estatisticos devem ser avaliados com um intervalo de confianca de 5%
(0=0,05); os residuos gerados devem apresentar distribuicdo normal, independente e
aleatoria, a equacdo da reta de regressdo deve ser estimada pelo método dos minimos
quadrados e a sua andlise de regresséo deve fornecer um coeficiente de correlacdo linear
(r) superior a 0,990; o coeficiente angular deve ter a significancia avaliada e possuir um
valor significativamente diferente de zero (0=0,05); devem ser apresentados gréficos da

dispersdo dos residuos e da curva da resposta em fungéo da concentracdo do analitos.
3.7 Preciséo Repetibilidade

A repetibilidade sera verificada através de 6 determinacdes na concentracdo
correspondente a concentracdo de trabalho. Pode ser expressa como o desvio padréo (DP)
ou desvio padrdo relativo (DPR) de uma série de medidas. Submeter estas amostras a
analise utilizando as condi¢bes cromatogréaficas descritas no item 3.2. Calcular o DPR

dos analitos determinado entre as 6 amostras analisadas, utilizando a Equacéo 1:

Os critérios de aceitacdo para repetibilidade estdo associados a faixa de
concentracdo. A Tabela 4 mostra os valores esperados de recuperacdo em funcdo da

concentracdo do analito na amostra:
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Tabela 4 — Valores de precisdo esperados em func¢do da concentragdo do analito.

Desvio Padrdo

Analito (%) Fracdo massica (C) Unidade relativo (%)
100 1 100% 1,3
10 10-1 10% 1,9
1 10-2 1% 2,7
0,1 10-3 0.1% 3,7
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 10-7 100 ppb (ng/kg) 15
0,000001 10-8 10 ppb (ug/kg) 21
0,0000001 10-9 1 ppb (ng/kg) 30

Fonte: AOAC (2016).

O DPR dos resultados de area, determinados a partir de preparacdes independentes
entre as replicatas deve estar abaixo do valor tabelado estabelecido em funcdo da
concentracdo do analito na concentracao alvo do teste.

3.8 Precisdo Intermediaria

A precisdo intermediéria deve expressar a proximidade entre os resultados obtidos
da analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias
diferentes, realizada por operadores distintos contemplando as mesmas concentracdes e

0 mesmo numero de determinacdes descritas na avaliacdo da repetibilidade.

Para a avaliacdo da precisdo serdo preparadas 6 amostras distintas na concentracao
correspondente a concentracdo de trabalho. Submeter estas amostras a andlise utilizando
as condicBes cromatogréaficas descritas no item 3.2. Calcular o DPR do ativo determinado

entre as 6 amostras analisadas.

Seré verificada a homoscedasticidade do parametro através do Teste de Cochran. A
férmula utilizada para o célculo do Ccalculado, encontra-se na equacdo 3 abaixo. Caso a
precisdo intermediaria se apresente homocedastica, também sera realizado tratamento
estatistico paramétrico por anélise de variancia — ANOVA fator duplo sem repeticdo —
uma vez que este teste € adequado para predizer se existe ou ndo diferenca
estatisticamente significativa dos valores encontrados entre os diferentes dias de analise,

realizados por analistas distintos (Cochran, 1977).

_Z*xpx(1-p)
- =

L)

(3)
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Onde:
n0 = tamanho da amostra necessaria

Z = valor da distribuicdo normal padréo associado ao nivel de confianca desejado

(para 95% de confianca)
p = proporcado estimada da populacdo
E = margem de erro desejada

Se o resultado da analise de Cochran demonstrar comportamento néo
homocedastica, 0os dados devem ser avaliados através de métodos ndo paramétricos,
como, por exemplo, o teste de Kruskal-Wallis. O teste sera realizado para um nivel de
significancia de 5% (a=0,05). Para sabermos se existe diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras, serd avaliado o p-valor. Se esse valor for maior que o nivel
de significancia de 0,05, conclui-se que ndo existe diferenca estatistica significativa entre
as andlises. Outra forma de se concluir sobre o teste é fazer a comparagéo entre os valores
de Fcalculado € Feritico. S€ Fealculado fOr menor que o Feritico pode-se dizer que ndo existem

diferencas significativas, na media, entre as analises.
3.9 Exatiddo

Para a analise da exatiddo sera utilizado o método de adicdo de padrdo, na qual
serdo adicionadas quantidades conhecidas de padrdo de referéncia na amostra a ser
analisada. Serdo adicionadas a amostra (em triplicata) quantidades de padrdo referentes

as concentracdes baixa, média e alta da curva analitica do analito.

As amostras para avaliacdo da exatiddo devem ser preparadas de maneira
independente, podendo ser utilizadas soluc¢des diluidas de uma mesma solugdo mae. As
amostras serdo submetidas as condi¢fes cromatograficas descritas no item 3.2. Calcula-
se a concentracdo recuperada do analito e usa-se esta concentracdo determinada
experimentalmente para o calculo da porcentagem recuperada, utilizando a Equacéo 3.

CME x 100

% Recuperacao = T

3)
Onde:

CME = Concentracdo experimental
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CT = Concentragdo tetrica

Os critérios de aceitacdo para exatiddo estdo associados a faixa de concentracdo. A
Tabela 5 mostra os valores esperados de recuperacdo em fungéo da concentracdo do

analito na amostra:

Tabela 5 — Valores de exatiddo esperado em fungéo da concentracdo do analito.

Recuperacdo média

Analito (%) Fracdo massica (C) Unidade (%)
100 1 100% 98-102
10 10 10%
1 102 1% 97-103
0,1 103 0.1% 95-105
0,01 10 100 ppm (mg/kg) 90-107
0,001 10° 10 ppm (mg/kg)
0,0001 10 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (ug/kg)
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 60-115
0,0000001 10° 1 ppb (ug/kg) 40-120

Fonte: AOAC (2016).
A taxa de recuperagédo deve estar dentro do intervalo estabelecido pela faixa da
concentracédo de trabalho do método analitico e 0 DPR entre os resultados percentuais de
area determinados entre as diferentes amostras devem ser menores que os valores

estabelecidos pela faixa de concentracdo de trabalho.
3.10 Robustez

Para a avaliacdo da robustez da metodologia analitica sera testada a influéncia dos
diversos fatores criticos no desenvolvimento do método. Serdo preparadas amostras de
padrdo de paracetamol, no nivel de concentracdo 100% do teste, de acordo com item 3.1,
e analisadas alterando parametros da metodologia validada.

Os parametros previamente definidos para serem testados, podendo variar de

acordo com o desenvolvimento do método, sdo 0s seguintes:

» Variagdo da concentracdo de fosfato de potassio monobasico na fase mével A
(£ 1%).

« Variacdo do fluxo de fase movel (x 0,1 mL/min).

» Variacdo da composicdo de Fase movel (x 1% de propor¢do da fase movel B

em todos os pontos do gradiente).
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» Variagéo da temperatura do forno (x 1°C).
+ Variagéo do lote da coluna.

O impacto dos valores obtidos nos ensaios de robustez deve ser avaliado com o0s

mesmos critérios utilizados nos testes da exatidao.

4  Resultados e discussdes
4.1 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi calculada através da equacao 1. Os resultados sdo
apresentados na tabela 6.
Tabela 6 — Andlise do DPR.

Amostra Replicatas Area (MAU) Média E:j\rlég DPR (%)
SS-1 1 2000592
SS-2 2 2002826
SS-3 3 2002754
SS -4 4 2001145 2002792,167  2814,76 0,14
SS-5 5 2008228
SS-6 6 2001208

mAU: Milésimos de Unidade por Absorbdncia.
Fonte: Os autores (2024).

Conforme € mostrado na tabela 6 é possivel observar que a partir dos resultados de
area obtidos no ensaio cromatografico o paracetamol apresentou um DPR obtido menor
que 0,73% assim indicando que o sistema cromatogréafico esta apto para operar e seguir

o0 desenvolvimento da validacéo.
4.2 Seletividade

Os valores de seletividade foram analisados conforme resultados obtidos no estudo
de degradacao forcada. Duas das condicdes avaliadas apresentaram valores superiores a
10% em perda de teor, comparado com a amostra controle. Pode ser observado que nas
condigdes de estresse acida e na basica, foram visualizados produtos de degradacéo ao
longo do cromatograma. Na tabela 7 sdo apresentados os dados referentes a esse estudo.
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Tabela 7 — Andlise de degradacao.

Area do Area do PD Perda de teor ;
Estudo paracetamol 0 Resolucao
(mAD) (mAU) (%)
Amostra 2444257 -
controle
Degradagdo 2342858 - 0 -
Fotolitica
De%l\rgio(ljzgao 1816539 118790 25,69 6,131
Deg;z?:;?ao 1325167 81793 45,79 5,202
Degradagéo
Oxidativa 2958359 ) ° -
Degradagéo
por 2540095 - 0 -
temperatura
Degradagéo
por fons 2475358 - 0 -
metélicos
Degradagdo 2346070 - 0 -
por umidade

PD: Produto de degradagdo.

mAU: Milésimos de Unidade por Absorbancia.

Fonte: Os autores (2024).

Conforme apresentado na tabela 7, é possivel observar que o método é seletivo pois
os produtos de degradacdo formados apresentam resolucdo maior que 1,5, conforme
consta na metodologia proposta. E ndo ha interferéncia de produtos de degradacéo,
diluente, ou outros compostos que possam ter na solucéo do analito, na quantificacdo do

ativo, paracetamol.
4.3 Linearidade

Os testes estatisticos de linearidade foram feitos a partir de uma curva de calibragéo
com concentracdes de trabalho conhecidas entre 80 e 120% sendo que cada concentragdo

possui 3 replicatas conforme é apresentado na tabela 8.
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Tabela 8 — Curva de calibragéo.

Preparacao Concentracdo (mg/mL) Resultado Bruto (Area) (mAU)
LN1 80% 0,016 1889310
LN2 80% 0,016 1899828
LN3 80% 0,016 1813648
LN1 90% 0,018 2126009
LN2 90% 0,018 2073915
LN3 90% 0,018 2017073
LN1 100% 0,020 2363867
LN2 100% 0,020 2292202
LN3 100% 0,020 2229378
LN1 110% 0,022 2562804
LN2 110% 0,022 2519425
LN3 110% 0,022 2467800
LN1 120% 0,024 2748766
LN2 120% 0,024 2701670
LN3 120% 0,024 2681140

mAU: Milésimos de Unidade por Absorbdncia.
Fonte: Os autores (2024).

A partir dos resultados obtidos, os valores de area e concentracdo foram colocados
no software Action Stat Versao 3.7, afim de que fosse feita a analise estatistica conforme
exigido pela RDC n° 166/2017 e recomendados pelo Guia 10 da ANVISA para
tratamentos estatisticos da validacdo analitica. Os resultados gerados pelo software
contemplaram as exigéncias propostas pela ANVISA e citadas no item 3.6, sendo
aprovados em todos os parametros estatisticos estabelecidos. O tratamento estatistico

completo se encontra no Anexo A.
4.4 Precisdo Repetibilidade e Intermediaria

A avaliacdo dos resultados de precisdo foi feita a partir de uma curva de calibracdo
e uma concentragdo conhecida de 20 ppm, onde em dois dias diferentes cada analista
repetiu 0 mesmo processo preparando 6 amostras referentes a concentracdo de trabalho.
O DPR para ambas as precisdes ficou abaixo da faixa estabelecida de 5,3%, sendo assim,
encontram-se dentro do critério de aceitacdo. Na tabela 9 sdo apresentados os dados da

analise.
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Tabela 9 — Valores de DPR da preciséo.

. . Resultado
Concentracdo Concentracdo .
N L. Analista Bruto
Preparacéo Teorica Encontrada / Di DPR% <
(PpM) (PpM) Dia (Area)
(mAU)
Paracetamol -
Dia 1 - Al 20,00 0,017 1 2000592,00
Paracetamol -
Dia 1 - A2 20,00 0,018 1 2082826,00
Paracetamol -
Dia 1 - A3 20,00 0,017 1 Lo 2002754,00
Paracetamol - !
Dia 1 - Ad 20,00 0,018 1 2061145,00
Paracetamol -
Dia 1 - A5 20,00 0,017 1 2008228,00
Paracetamol -
Dia 1 - A6 20,00 0,017 1 2001208,00
Paracetamol -
Dia 2 - Al 20,00 0,021 2 2368910,00
Paracetamol -
Dia 2 - A2 20,00 0,020 2 2321825,00
Paracetamol -
Dia 2 - A3 20,00 0,020 2 " 2342588,00
Paracetamol - !
Dia 2 - Ad 20,00 0,020 2 2322231,00
Paracetamol -
Dia 2 - A5 20,00 0,020 2 2305377,00
Paracetamol -
Dia 2 - A6 20,00 0,020 2 2300648,00

mAU: Milésimos de Unidade por Absorbdncia.
ppm. Particula por milhdo.
Fonte: Os autores (2024).

Outro parametro avaliado foi a homoscedasticidade pelo teste de Cochran onde o
Ccalculado (0,6721) deve ser menor que o Ctabelado (0,8772), com isso o resultado €

homocedastico estando dentro dos critérios de aceitacdo.
4.5 Exatiddo

Para os valores de exatidao o critério de aceitacdo mostra que a taxa de recuperacao
média do analito deve ser de 90 a 107% conforme a tabela 5, e 0 DPR deve ser menor
que 5,3% conforme mostrado na tabela 4, observando os resultados na tabela 10 é possivel

ver que estes critérios de aceitagdo foram atendidos mostrando que 0 método é exato.
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Tabela 10 — Valores de DPR e recuperacdo média do analito.

Concentragdo  Concentracdo  Resultado
Preparacdo  Adicionada Encontrada  Bruto (Area) Teor (%) DPR

(mg/ml) (mg/ml) (MAU)
Branco Al 0,00 0,018 2183789 0,00
BrancoA2 0,00 0,019 2301314 0,00 :
Branco A3 0,00 0,019 2280172 0.00
oanddo o016 0,035 4156659 103,13
Landa0 0,016 0,035 4208659 9970 1,74
Sxafidi 0,020 0,039 4634934 102,50
xatde 0,020 0,039 4712064 10082 088
xatide 0,020 0,039 4699747 101,18
xatdE0 0,024 0,042 5050782 99,91
xtde 0,024 0,043 5142127 9900 0,62
xtde 0,024 0,043 5154602 100,17

mAU: Milésimos de Unidade por Absorbdncia.

Fonte: Os autores (2024).
4.6 Robustez

A robustez foi avaliada conforme critérios estabelecidos no item 3.10, afim de
avaliar se a metodologia desenvolvida consegue sofrer pequenas variagdes em condicdes
de preparo e cromatogréaficas diferentes, sem que impactasse de forma significativa na
analise cromatografica. Conforme RDC n° 166/2017, a condigdo avaliada na robustez,
ndo precisa necessariamente ser aprovada, mas sim, testada. Conforme tabela 11, é
possivel observar que a maior parte das condicGes testadas, foram aprovadas na robustez,
tendo apenas duas reprovacoes, que foram a variacdo de -0,1 mL/min no fluxo, e a de

gradiente fase movel B em +1%.
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Tabela 10 — Valores de Teor e aceitagéo de robustez.

Preparacao Teor (%) Aceitacao

IFA - Temperatura - Al 100,84 Aprovado

IFA - Temperatura - A2 101,02 Aprovado

IFA - Temperatura - A3 100,94 Aprovado

IFA - Temperatura + Al 101,15 Aprovado

IFA - Temperatura + A2 101,52 Aprovado

IFA - Temperatura + A3 100,96 Aprovado

IFA - Fluxo - Al 111,20 Reprovado

IFA - Fluxo - A2 111,52 Reprovado

IFA - Fluxo - A3 111,35 Reprovado

IFA - Fluxo + Al 92,00 Aprovado

IFA - Fluxo + A2 92,45 Aprovado

IFA - Fluxo + A3 92,31 Aprovado

IFA - Gradiente Fase Mével B - Al 102,31 Aprovado
IFA - Gradiente Fase Movel B - A2 101,69 Aprovado
IFA - Gradiente Fase Mével B - A3 102,28 Aprovado
IFA - Gradiente Fase Movel B + Al 111,20 Reprovado
IFA - Gradiente Fase Mével B + A2 111,52 Reprovado
IFA - Gradiente Fase Movel B + A3 111,35 Reprovado
IFA - Fosfato de Pot&ssio Monobésico + Al 100,72 Aprovado
IFA - Fosfato de Potassio Monobasico + A2 101,07 Aprovado
IFA - Fosfato de Potassio Monobésico + A3 100,92 Aprovado
IFA - Fosfato de Potassio Monobasico - Al 100,84 Aprovado
IFA - Fosfato de Potassio Monobaésico - A2 100,62 Aprovado
IFA - Fosfato de Potassio Monobasico - A3 100,76 Aprovado
IFA — Coluna Lote: USUXA04012 - Al 93,07 Aprovado
IFA — Coluna Lote: USUXA04012 - A2 94,93 Aprovado
IFA — Coluna Lote: USUXA04012 - A3 94,86 Aprovado
IFA — Coluna Lote: 230412P - Al 93,55 Aprovado

IFA — Coluna Lote: 230412P - A2 93,51 Aprovado

IFA — Coluna Lote: 230412P - A3 93,72 Aprovado

Fonte: Os autores (2024).
5 Concluséo

Neste trabalho, foi realizada a validagdo de um método analitico para o IFA
paracetamol utilizando parametros de acordo com a RDC n° 166/2017 da ANVISA. A
metodologia empregada desde o preparo das solugdes, condi¢cBes cromatogréficas e
métodos para o tratamento de dados se mostrou muito satisfatorio, com isso, 0s critérios
de aceitacdo de cada pardmetro de validagdo proposto ao longo do trabalho estiveram de
acordo com os limites que foram apresentados. Assim as caracteristicas necessarias para
a obtenc&o dos resultados com a qualidade exigida foram atendidas e foi possivel concluir
que o método é seletivo, sensivel, linear na faixa de trabalho determinada, preciso e exato,

estando validado e aprovado para o fim que foi proposto.
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Anexo A

LINEARIDADE

A linearidade de um procedimento analitico € a sua capacidade de obter resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra.

COLETA DE DADOS
A seguir, apresentamos os dados coletados.
Concentracao  mg mL Resultado Bruto Area

0,016 1889310
0,016 1899828
0,016 1813648
0,018 2126009
0,018 2073915
0,018 2017073

0,02 2363867

0,02 2292202

0,02 2229378
0,022 2562804
0,022 2519425
0,022 2467800
0,024 2748766
0,024 2701670
0,024 2681140

Tabela 1:  Conjunto de dados para Linearidade.

METODO DOS MiNIMOS QUADRADOS ORDINARIOS: ESTIMACAO

O Método dos Minimos Quadrados ¢ uma eficiente estratégia de estimagdo dos parametros da
regressao e sua aplicacdo ndo ¢ limitada apenas as relagdes lineares. Nesta se¢do utilizamos o
M¢étodo dos Minimos Quadrados Ordinarios.

Teste do Coeficiente Angular

Para avaliar a significancia do modelo utilizamos o teste F da ANOVA. Neste caso, testamos as
hipoteses:

HO: coeficiente angular igual a zero;

HI: coeficiente angular diferente de zero.
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Soma de Quadrado P-
G.L. Quadrados Médio Estat. F valor

Concentracao_mg_mL 1 1361330724484,8 1361330724484,8 653,3389 0
Residuos 13 27087470930,5333  2083651610,041
Tabela 2:  Tabela da ANOVA

Como P-valor (0) do teste F da ANOVA ¢ menor que 0,05 (conforme especificado) rejeitamos a
hipotese nula (coeficiente angular zero) ao nivel de significincia de 5%.
Minimo 1Q Mediana Média 3Q Maximo
-63080 -37680 -253,7 0 33410 71410
Tabela 3:  Andlise exploratoria (residuos)

As estimativas dos parametros (coeficientes de regressao) sdo respectivamente:
Estimativa Desvio Padrio Estat.t P-valor
Intercepto  162251,6667 84168,9698  1,9277 0,076
Concentracao - mg mL 106510200 4166984,9312 25,5605 0
Tabela4:  Coeficientes

Limite Inferior Limite Superior

Intercepto -19584,3375 344087,6708
Concentracao mg mL  97507976,3626  115512423,6374
Tabela 5:  Intervalo de confianca para os parametros

Teste do Intercepto (Coeficiente Linear)

Para avaliarmos o intercepto (coeficiente linear) utilizamos a estatistica t de Student. Neste caso,
testamos as hipoteses:

HO: intercepto (coeficiente linear) igual a zero;

H1: intercepto diferente de zero.

Como P-valor (0,076) do teste t ¢ maior que 0,05, ndo rejeitamos a hipdtese nula (intercepto
igual a zero) ao nivel de significancia de 5%.

Impacto do Coeficiente Linear (Intercepto)
Concentracao._mg mL Resultado Bruto Area Impacto do Coeficiente Linear (%)

0,016 1889310 8,5879
0,016 1899828 8,5403
0,016 1813648 8,9461
0,018 2126009 7,6317
0,018 2073915 7,8234
0,018 2017073 8,0439

0,02 2363867 6,3638

0,02 2292202 7,0784

0,02 2229378 7,2779
0,022 2562804 6,331
0,022 2519425 6,44
0,022 2467800 6,5747
0,024 2748766 5,9027
0,024 2701670 6,0056
0,024 2681140 6,0516

Tabela6: Tabela Impacto do Coeficiente Linear (Intercepto)
Coeficiente de Correlacao de Pearson

O coeficiente de correlagdo de Pearson mede o grau de proporcionalidade entre a variavel
explicativa e a variavel resposta.
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Desvio Padriao dos Residuos Graus de Liberdade R*2 Coeficiente de Correlacio

45647,0329 13 0,9805 0,9902
Tabela 7: Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste

Como o coeficiente de correlacao (0.9902) € maior que 0.990 (conforme especificado),
concluimos que existe uma relagdo linear adequada.

ANALISE GRAFICA

Diagrama de Dispersao

O diagrama de dispersao ¢ um grafico que permite a visualizagdo de uma possivel associagdo
entre variaveis quantitativas.
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Figura 1: Diagrama de Disperséo
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DIAGNOSTICO DOS RESIDUOS DO MODELO.

Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
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Figura 2: Grafico da Analise dos Residuos.

Estatistica P-valor
0,2482 0,7011
Teste de Normalidade

Anderson-Darling
Tabela 8:

HO: a distribui¢do dos residuos ¢ Normal;

H1: a distribui¢do dos residuos ndo ¢ Normal.

Como P-valor (0,7011) do teste de Anderson-Darling ¢ maior que 0,05, ndo rejeitamos a
hipotese de normalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.

AVALIACAO DA HOMOCEDASTICIDADE: TESTE DE BREUSCH PAGAN
Para avaliarmos a homocedasticidade da variancia realizamos o seguinte teste de hipoteses:
HO: Variancias dos niveis sdo iguais;

H1: Pelo menos uma variancia diferente.

A seguir, apresentamos o teste de Teste de Breusch Pagan.

Estatistica GL P-valor
0,3114 10,5768
Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan

Tabela 9:

Como P-valor (0,5768) do Teste de Breusch Pagan é maior que 0,05 (conforme proposto), nao
rejeitamos a hipotese de igualdade das varidncias ao nivel de significancia de 5%. Logo, temos
um modelo homocedastico.

VALORES EXTREMOS NA RESPOSTA
Nesta se¢do, vamos avaliar os valores extremos na resposta. Para isto, avaliamos os residuos
padronizados e os residuos studentizados.
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Residuos
Como critério, sera considerado valores extremos na resposta, as observagdes com residuos
padronizados e/ou studentizados maiores que 3.

, Residuos Residuos

N.Obs Concentracao__mg mL Residuos Studentizados Padronizados
1 0,016 22895,1333 0,5454 0,5608
2 0,016 33413,1333 0,8074 0,8184
3 0,016 52766.8667 -1,3301 -1,2924
4 0,018 46573,7333 1,0826 1,0755
5 0,018 -5520,2667 -0,1226 -0,1275
6 0,018 62362.2667 -1,5092 -1,4401
7 0,02 71411,3333 1,7413 1,6193
8 0,02 -253,6667 -0,0055 -0,0058
9 0,02 63077.6667 -1,4971 -1,4304
10 0,022 57327,9333 1,3674 1,3238
11 0,022  13948,9333 0,3107 0,3221
12 0,022 37676.0667 -0,8613 -0,87
13 0,024 30269,5333 0,7279 0,7414
14 0,024 16826,4667 -0,3986 -0,4121
15 0,024 373564667 -0,9088 -0,915

Tabela 10: Tabela de Resumo da Analise dos Residuos
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Residuos Padronizados

Res. Padronizado vs Valores Ajustados
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Figura 3: Anadlise dos Residuos (Padronizados).
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Res. Studentizado vs Valores Ajustados
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Figura 4: Andlise dos Residuos (Studentizados).
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Residuos vs Modelo Ajustado
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Neste item podemos observar dos graficos Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res.
Studentizado vs Valores Ajustados que ndo foi detectado valores extremos.

PONTOS INFLUENTES

Um ponto ¢ influente se sua exclusdo do ajuste da regressdo causa uma mudanca substancial nos
valores ajustados. A seguir, apresentamos trés tipos de pontos influentes, sdo eles a distancia de
Cook, DFBETA e DFFITS. O DFBETA avalia a influéncia do ponto no coeficiente angular. O
DFFITS avalia a influéncia do ponto no ajuste da curva. A distdncia de Cook avalia ponto de
alavanca com residuo padronizado alto. Os critérios para analise dos pontos influentes sdo
dados por:

Diagndstico Férmula Valor
DFFITS 2* raiz ((p+1)/n) 0,73
DCOOK 4/n  0,2667
DFBETA 2/raiz(n) 0,52

Tabela 11: Critério

30



DFFITS
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Figura 5: Grafico da Andlise dos Pontos Influentes (DFFIT).
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Figura 6: Grafico da Analise dos Pontos Influentes (DCOOK).
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Observacoes DFBETA Critério
3 0,543  0,5164
Tabela 12: Pontos Influentes (DFBETA).

TESTE DE INDEPENDENCIA
Neste item testamos a independéncia das observagdes através do seguinte teste de hipoteses:
HO: Observagdes sdo independentes;
HI1: Observagdes nao sdao independentes.
Estatistica P-valor
2,829 0,1487
Tabela 13: Teste de Independéncia - Durbin-Watson
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Residuos X Ordem de Coleta
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Como P-valor (0,1487) do teste de Durbin-Watson ¢ maior que 0,05. Logo,ndo rejeitamos a

hipétese de independéncia das observagdes ao nivel de significancia de 5%.

RESUMO DO ESTUDO DE LINEARIDADE
Para finalizarmos, apresentamos uma tabela com o resumo do estudo.

Teste

Conclusao

Teste F da ANOVA
Teste do Intercepto
Coeficiente de Correlacdo de Pearson

Teste de Normalidade dos Residuos

Teste de Homocedasticidade
Valores extremos na resposta
Teste de independéncia das
observagoes

Nao rejeitamos a significancia do modelo linear
Intercepto igual a zero

R =0.9902 que ¢ maior que o proposto (0,99)
Nao rejeitamos a hipotese de normalidade dos
residuos

Nao rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Nao detectamos pontos extremos

N3ao detectado dependéncia das observagoes

Tabela 14:

Resumo das Conclusdes do estudo de Linearidade (Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios).
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